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La investigación en torno a la producción de biomateriales ha provocado 
múltiples esfuerzos para generar soluciones ante los retos ecológicos y económicos 
que se viven actualmente. Entre estos destaca la investigación del poli(3-
hidroxibutirato) o P3HB; un biopolímero bacteriano con propiedades muy similares a 
la de algunos plásticos sintéticos cuya implementación ha destacado en diversas áreas. 
La trascendencia de este biopolímero radica en su producción, puesto que esta será 
importante en próximos años y traerá consigo diversos beneficios económicos. Por 
esta razón, el objetivo del presente proyecto se enfocó en optimizar la producción del 
P3HB producido por Bacillus cereus 4N y mejorar las propiedades físicas de este 
biopolímero. Los resultados demuestran que la formulación Martínez-Alemán (M-A) 
a base de jarabe de agave y harina de soya permite un incremento en la generación de 
biomasa celular y P3HB bajo condiciones óptimas de cultivo y al escalar este proceso 
a nivel biorreactor se aumentaron los rendimientos de producción. Asimismo, los 
análisis fisicoquímicos del P3HB obtenido demostraron características adecuadas para 
su uso en diversas áreas. Además, las propiedades térmicas y morfológicas de este 
biopolímero fueron mejoradas cuando se utilizó el protocolo de extracción US & SFE. 
También, se observaron cambios en la morfología de B. cereus 4N cuando fue 
inoculada bajo la influencia de distintos parámetros nutricionales, presentando un 
mejor desarrollo celular en el medio de cultivo M-A. En conclusión, los resultados 
obtenidos en el presente proyecto indican una potencial alternativa para la producción 
de P3HB, puesto que se aumentó la productividad y se mejoraron sus propiedades 
físicas.  
 
Palabras clave: Agave tequilana • Bacillus • bioplásticos • fermentación • 








Research around the production of biomaterials has produced multiple efforts 
to generate solutions to the current ecological and economic challenges. Among these, 
stands out the research on poly(3-hydroxybutyrate) or P3HB; a bacterial biopolymer 
with similar properties to some synthetic plastics whose implementation has stood out 
in various areas. The importance of this biopolymer lies in its production since this 
will be important in the coming years and will bring with it various economic benefits. 
For this reason, the aim of the present project was focused on optimizing the P3HB 
production by Bacillus cereus 4N and improving the physical properties of this 
biopolymer. The results show that the Martínez-Alemán formulation (M-A) based on 
agave syrup and soybean-flour allows an increase in the generation of cellular biomass 
and P3HB under optimal cultivation conditions and by scaling this process at the 
bioreactor level, production yields were increased. Likewise, physicochemical 
analyses of the obtained P3HB showed suitable characteristics for its use in diverse 
areas. Furthermore, thermal and morphological properties of this biopolymer were 
improved when the US & SFE extraction protocol was used. Also, changes in B. cereus 
4N morphology were observed when it was inoculated under the influence of different 
nutritional parameters, presenting a better cell development in the M-A growth 
medium. In conclusion, the results obtained in this project indicate a potential 
alternative for P3HB production, since productivity was increased, and its physical 
properties were improved. 
 
Keywords: Agave tequilana • Bacillus • bioplastics • fermentation • 



















La 4° revolución industrial es un proceso de transición tecnológica que ha 
propiciado la búsqueda de nuevos materiales poliméricos. En este aspecto, la 
biotecnología enfocada en la síntesis de biomateriales ha destacado, ya que es 
considerada como uno de los pilares en esta nueva tendencia (Keshavarz y Roy 2010; 
Oliván Cortés 2016). Los polímeros biodegradables (biopolímeros) han llamado la 
atención como biomateriales debido al potencial reemplazante que tienen sobre los 
plásticos de origen petroquímico (Ojha y Kapoor 2019) y a la sustentabilidad que ha 
buscado la humanidad durante años (Koller et al. 2011). 
Dentro de la extensa variedad de biopolímeros reportados en la litertura 
destacan los polihidroxialcanoatos (PHAs); una amplia familia de biopolímeros 
bacterianos producidos como un almacén de energía bajo la influencia de condiciones 
nutricionales desbalanceadas (Sukan et al. 2015). Dentro de los PHAs resalta el poli(3-
hidroxibutirato) o P3HB, un biopolímero cuyas propiedades fisicoquímicas son muy 
similares a las del polipropileno; pero a diferencia de este, el P3HB es biodegradable, 
biocompatible y no es tóxico (Alves et al. 2017). Este biopolímero ha destacado en 
investigación e industria por su multifuncionalidad. Sin embargo, su alto costo de 
producción ha sido la principal limitante para su comercialización frente a los plásticos 
convencionales, puesto que su precio en el mercado es hasta 10 veces más costoso que 
el polipropileno, teniendo como puntos de mayor inversión los sustratos empleados 
durante el proceso de fermentación y los protocolos de extracción empleados para su 
recuperación (Sen et al. 2019). Es por esta razón, que múltiples esfuerzos en 
investigación y desarrollo de bioprocesos se han realizados con el objetivo de generar 
soluciones a este obstáculo permitiendo obtener maneras económicas y factibles de 
producir P3HB (Singh et al. 2019). 
Dada la trascendencia e impacto en la producción de este biopolímero 
bacteriano, el presente proyecto tiene como finalidad optimizar la producción del 
P3HB producido por la cepa nativa B. cereus 4N y mejorar las propiedades fisicas de 
este biomaterial, sugiriendo una alternativa que conlleve al desarrollo de esta 





La 4° revolución industrial y la manufactura de biopolímeros 
La 4° revolución industrial (Industria 4.0) es un proceso de transición que está 
viviendo la humanidad en estos años. Esta transición se basa en la digitalización de 
diversos aspectos de la vida humana, entre los cuales destaca el Internet de las cosas 
(IoT); es decir, el acceso a Internet a partir de diversos aparatos de uso común, los 
sistemas de ciberseguridad cada vez más complejos que tienen como objetivo erradicar 
el crimen cibernético, los avances en inteligencia artificial o robótica, las simulaciones 
y modelamientos matemáticos para predecir diversos acontecimientos sociales y 
económicos, y la bioeconomía, la cual hace referencia al uso aplicado de la 
biotecnología para la potencialización de diversos aspectos agrícolas, industriales y 
médicos (Oliván Cortés 2016). 
El desarrollo de biomateriales ha sido un pilar importante para la Industria 4.0. 
Estos se definen como cualquier material que pueda interactuar con sistemas 
biológicos sin provocarle daño; presentando características como biodegradabilidad, 
biocompatibilidad, propiedades mecánicas similares a la de los materiales sintéticos, 
formación de estructuras y manufactura a mayor escala (Sathya et al. 2018). De 
acuerdo con Luengo (2018) los biomateriales se pueden clasificar en bioactivos 
(biomateriales que reaccionan a los fluidos corporales), biodegradables (biomateriales 
diseñados para degradarse) y bioinertes (biomateriales que pueden soportar largos 
periodos de tiempo en entornos corrosivos).  
Dentro de la amplia gama de biomateriales existen los biopolímeros; los cuales 
son considerados como una alternativa a los plásticos derivados del petróleo, estos se 
clasifican de acuerdo con su origen y capacidad biodegradable (Fig. 1). Entre algunos 
ejemplos se menciona a los biopolímeros basados en recursos renovables: almidón y 
celulosa, los biopolímeros obtenidos de monómeros bioderivados: aceites vegetales y 
ácido poliláctico (PLA), los biopolímeros sintéticos: policaprolactona (PCL), alcohol 
polivinílico (PVOH) y ácido poliglicólico (PGA) y los biopolímeros obtenidos a partir 
de microorganismos: polihidroxialcanoatos (PHAs). Este último es el que más ha dado 
de que hablar porque sus propiedades de termoresistencia y de biodegradabilidad son 





Fig. 1. Clasificación de los biopolímeros. 
Actualmente, los problemas ecológicos suscitados y las políticas restrictivas 
que se han implementado con el objetivo de reducir el uso de plásticos de origen 
petroquímico han propiciado un avance en la investigación y manufactura de estos 
biopolímeros. Sin embargo, aún queda mucho camino por recorrer para poder 
adoptarlos como un sustituto de los plásticos de origen sintético. 
¿Qué son los polihidroxialcanoatos? 
Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son poliésteres alifáticos de cadena lineal 
conformados por átomos de carbono, hidrógeno y oxígeno cuya estructura general es 
una composición de (R) unidades monoméricas con una identidad determinada por 
estos bloques monoméricos (Fig. 2). Estos biopolímeros son acumulados a manera de 
gránulos citoplasmáticos (denominados como carbonosomas) por una amplia variedad 
de cepas bacterianas, dichos depósitos de energía presentan la ventaja de no afectar las 
condiciones fisiológicas del microorganismo (Albuquerque y Malafaia 2018).  
Existe una amplia combinación de estos poliésteres debido a la extensa 
variedad de (R) unidades, las cuales determinan las propiedades fisicoquímicas de este 
biomaterial. Es sabido que la producción y calidad de los PHAs también depende de 
la naturaleza química del sustrato que es usado como fuente de carbono en el medio 
de cultivo, así como de las rutas metabólicas que el microorganismo posea para 




Fig. 2. Estructura química general de los PHAs. 
Basado en el número de monómeros, los PHAs pueden clasificarse en tres 
grupos: (1) Los PHAs de cadena corta (scl-PHA) cuyos residuos tienen de 3-5 átomos 
de carbono y se caracterizan por presentar propiedades termoplásticas y cristalinas, (2) 
los PHAs de cadena media (mcl-PHA) cuyos residuos tienen de 6-14 átomos de 
carbono y se caracterizan por presentar propiedades elastómeras y de baja 
termoresistencia y (3) los PHAs de cadena larga o mixta (lcl-PHA) los cuales presentan 
más de 15 átomos de carbono y se caracterizan por ser mezclas entre los scl-PHA y 
mcl-PHA, siendo sus propiedades fisicoquímicas una combinación de ambas 
estructuras (Kourmentza et al. 2017). 
Debido a todas estas propiedades que presentan los PHAs, estos biopolímeros 
han sido considerados como un biomaterial sustituto de los plásticos de origen 
sintético. Sin embargo, sus características biodegradables, biocompatibles y de nula 
toxicidad hacen que los PHAs tengan ventaja sobre los plásticos derivados del 
petróleo; aunado a ello, este biomaterial puede presentar propiedades reciclables y 
fertilizantes cuando es mezclado con materia orgánica, por lo que dichas 
particularidades lo convierten en una alternativa ecológica ante los problemas actuales 
de contaminación (Albuquerque y Malafaia 2018; Masood et al. 2015).  
Generalidades del poli(3-hidroxibutirato) 
El poli(3-hidroxibutirato) o P3HB es un homopolímero de scl-PHA que ha sido 
ampliamente caracterizado. Este es un biopolímero que presenta una cristalinización 
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polimórfica (semicristalino), además de que es considerado un biomaterial 
termorresistente debido a sus altas temperaturas de fusión y de degradación. 
Asimismo, sus altas propiedades tensiles lo hacen adecuado para cuestiones 
industriales, ya que estas son mejores que las presentadas por el polietileno, 
polipropileno, PVOH, PCL y PLA (Peña et al. 2014). La fórmula química del P3HB 
(C4H6O2)n corresponde a 55.81% carbón, 7.03% hidrógeno y 37.16% oxígeno. Este es 
soluble en cloroformo, es hidrofóbico y presenta resistencia a cambios extremos de 
pH, aceites y luz UV (Alves et al. 2017). 
El P3HB fue aislado por primera vez en 1926 por Maurice Lemoigne. Sin 
embargo, el interés industrial en este biopolímero comenzó en los años 60s cuando se 
observaron sus propiedades termorresistentes. En 1980, el P3HB fue producido por 
primera vez a nivel industrial por la empresa WR Grace and Company (E. U. A), pero 
los altos costos de producción ocasionaron la venta de sus patentes. Para el año 2012 
diversas compañías dedicadas a la producción de P3HB colapsaron por la misma 
situación. No obstante, se prevé que para el 2025 habrá un aumento en la producción 
de este biopolímero debido a las recientes políticas establecidas en materia de ecología, 
las cuales están basadas en la restricción del uso de plásticos petroquímicos que han 
causado graves daños ambientales (Alves et al. 2017; Li et al. 2016). 
A nivel mundial diversas empresas se han dedicado al desarrollo, producción 
y comercialización del P3HB (Tabla 1). 
Tabla 1. Empresas productoras de P3HB a nivel mundial. 
Empresa (País) Año 
Producción anual reportada 
(Toneladas) 
Tianjin GreenBio Materials (China) 2010 6,000 
Shenzhen Ecomann Biotechnology Co. (China) 2014 5,000 
BluPHA (China) 2015 10,000 
Kaneka Corp. (Japón) 2015 3,500 
Danimer Scientific (E. U. A) 2016 3,500 
Newlight Tech. (E. U. A) 2016 3,000 
Metabolix (E. U. A) 2017 10,000 
Bio-On (Italia) 2017 10,000 
PHB Industrial (Brasil) 2017 3,000 
(Alves et al. 2017; Kourmentza et al. 2017; Możejko-Ciesielska y Kiewisz 2016). 
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El P3HB es un biopolímero cuya producción es escalable a nivel industrial y 
su producción va dirigida a diversos aspectos del desarrollo humano. Entre estos la 
agricultura, en donde se reporta su empleo para la producción de fertilizantes, la 
manufactura de redes agrícolas, bolsas para crecimiento y la síntesis de pesticidas de 
acción prolongada (Amelia et al. 2019). Mientras que a nivel industrial se reporta la 
fabricación de empaques, botellas, utensilios y contenedores para alimentos, la 
manufactura de pañales desechables y toallas higiénicas, recubrimientos aislantes para 
cables y coberturas para cartón o papel (Możejko-Ciesielska y Kiewisz 2016; Seoane 
et al. 2018). También, la síntesis química de agentes desengrasantes y precursores para 
el aumento del octanaje del biodiesel han sido considerados en esta área (Koller y 
Braunegg 2018). En medicina, el P3HB ha llamado la atención debido a sus 
propiedades biocompatibles, no tóxicas, adheribles y porosas; por lo que este 
biopolímero puede ser empleado para implantar tejidos, regenerar células, síntesis de 
andamios cardiacos, óseos y de cartílago, tratamientos hepáticos, nerviosos y 
periodontales. Asimismo, el P3HB puede ser utilizado como material para la síntesis 
de fármacos de liberación controlada (Masood et al. 2015), la fabricación de utensilios 
médicos, la manufactura de hilos para sutura, tornillos ortopédicos, parches, mallas y 
gasas (Ray y Kalia 2017). 
Debido a las interesantes propiedades fisicoquímicas presentadas por el P3HB, 
la capacidad manufacturera a escala industrial y las múltiples aplicaciones en distintas 
áreas benéficas para el desarrollo humano, este biomaterial es considerado como el 
futuro reemplazante del polipropileno (Alves et al. 2017). Por lo tanto, la importancia 
de producir P3HB de manera óptima ha sido uno de los retos prioritarios en 
investigación. 
Microorganismos productores de P3HB 
La habilidad para biosintetizar y acumular P3HB como una reserva de carbono 
y energía está muy extendida entre los procariotas. Más de 300 especies han sido 
reportadas como productoras de este biopolímero. Sin embargo, no todos estos 
microorganismos pueden producir considerables cantidades de P3HB en grandes 
volúmenes de fermentación (Peña et al. 2014). Entre los principales productores de 
P3HB destacan Aeromonas hydrophila, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, 
Bacillus sp., Burkholderia sacchari, Chromobacterium violaceum, Cupriavidus 
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necator, Halomonas sp., Methylobacterium extorquens, Paracoccus denitrificans, 
Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida y Saccharophagus degradans. Estas 
bacterias han llamado la atención de los investigadores debido a que pueden adaptarse 
a distintas condiciones nutricionales y de incubación para generar una alta producción 
de P3HB (Rehman et al. 2007). 
Los microorganismos productores de P3HB también se clasifican de acuerdo 
con las condiciones que influyen para que puedan acumular este biopolímero. El 
primer grupo lo componen las bacterias que acumulan P3HB bajo la influencia de un 
exceso de fuente de carbono y la limitación de algún nutriente esencial como el N, O, 
P, S, Mg, Ca, etc. El segundo grupo lo conforman las bacterias que acumulan P3HB 
cuando existe algún agente estresante en el medio de cultivo como los ácidos 
orgánicos, detergentes, metales pesados, alcoholes o cuando se presentan cambios 
térmicos y de pH. Mientras que el tercer grupo lo componen las bacterias que pueden 
acumular P3HB bajo las condiciones estresantes antes mencionadas o bajo 
condiciones equilibradas de crecimiento (Aljuraifani et al. 2018; Pittmann y Steinmetz 
2017). 
Las bacterias son capaces de producir P3HB a partir de distintos sustratos como 
nutrientes. Para esto, diversas rutas metabólicas están implicadas en este proceso 
fisiológico los cuales pueden dividirse en 3 fases (Fig. 3). La primera fase abarca la 
toma del sustrato a través de un sistema de transmisión local en la membrana celular 
o mediante la difusión del compuesto en la célula. La segunda fase comprende las 
reacciones catabólicas y anabólicas centrales como la ruta de Embden–Meyerhof–
Parnas (EMP), Entner-Doudoroff (ED), pentosa fosfato (PP), β-oxidación, síntesis de 
Novo de ácidos grasos y el catabolismo de aminoácidos, las cuales convierten los 
compuestos en acetil-CoA; el sustrato principal para la biosíntesis de P3HB. Y la 
tercera fase es la ruta biosintética del P3HB, en la cual están involucradas las enzimas 
PhaA (3-cetotiolasa), PhaB (acetoacetil-CoA reductasa) y PhaC (PhaC sintasa) (Alves 
et al. 2017; Tan et al. 2014). Cabe destacar que estos procesos son dependientes de 
NADH y NADPH, los cuales llevan una función inhibidora de la citrato sintasa y 






Fig. 3. Fases y rutas metabólicas implicadas en la formación de P3HB. 
Diversos factores influyen en la cantidad y calidad del P3HB producido por el 
microorganismo empleado, entre estos destacan factores internos como la clase de 
PhaC sintasa (PhaC I, PhaC II, PhaC III y PhaC IV distribuidas en distintas cepas 
bacterianas y las cuales determinan las propiedades fisicoquímicas del biopolímero 
producido), la presencia de reguladores genéticos que están involucrados en la toma 
de diversos sustratos y la calidad del P3HB producido, así como la capacidad 
metabólica de la cepa bacteriana, puesto que el ecosistema de donde es aislada 
determina la versatilidad metabólica de la misma (Alves et al. 2017; Masood et al. 
2015; Możejko-Ciesielska y Kiewisz 2016). Además, varios factores externos influyen 
en la productividad del microorganismo, entre los cuales se reporta la fuente de 
carbono y nitrógeno adicionadas al medio de cultivo, las condiciones de fermentación 
y el protocolo de extracción empleado; este último involucrado en la calidad del P3HB 
recuperado (Hernández-Núñez et al. 2019; Nielsen et al. 2017; Pradhan et al. 2017). 
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Bacillus como un importante productor de P3HB 
 Dentro del amplio reportorio de cepas bacterianas productoras de P3HB las que 
más han llamado la atención de los investigadores son las del género Bacillus. Estas 
bacterias Gram positivas presentan ciertas ventajas sobre las Gram negativas; tales 
como la carencia de lipopolisacáridos (LPS), los cuales son endotoxinas resistentes a 
choques térmicos y agentes químicos que pueden contaminar el P3HB extraído 
provocando diversas respuestas inflamatorias cuando este es usado en cuestiones 
médicas (Tsuge et al. 2015). Asimismo, el género Bacillus se caracteriza por la 
capacidad de metabolizar sustratos de bajo costo ricos en azúcares, grasas, ácidos 
orgánicos y alcoholes debido a que puede secretar una amplia variedad de enzimas. 
Por lo que este género bacteriano propicia el abaratamiento del proceso de 
fermentación (Kumar et al. 2013). Además, las cepas de este género bacteriano se 
caracterizan por presentar altos rangos de crecimiento, lo cual repercute en un aumento 
en la productividad, así como la estabilidad genética de estas cepas bacterianas 
propicia una rápida estandarización de inóculos sin producir cambios metabólicos y 
productivos (Mohapatra et al. 2017). Debido a estas ventajas, Bacillus es visto como 
un importante productor de P3HB y su uso está cada vez más arraigado en distintas 
empresas internacionales productoras de este biomaterial (Albuquerque y Malafaia 
2018). 
Las cepas del género Bacillus se clasifican en dos grupos principales de 
acuerdo con la estructura del clúster genético phaC y algunas características 
metabólicas. El primer grupo es el de Bacillus megaterium, el cual está conformado 
por Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus, Bacillus circulans y Bacillus brevis. 
Este grupo se caracteriza por presentar el grupo de genes phaQ (regulador 
transcripcional), phaP (fasinas estructurales del carbonosoma), phaR, phaB y phaC 
(enzimas catalíticas para la biosíntesis de P3HB). Asimismo, se caracteriza por la 
producción de homopolímeros de P3HB bajo la preferencia de azúcares como fuente 
de carbono, por lo general el biopolímero obtenido de este grupo presenta propiedades 
altamente cristalinas (Pradhan et al. 2017; Tsuge et al. 2015). 
El segundo grupo es el de Bacillus cereus, el cual está conformado por Bacillus 
cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, Bacillus toyonensis y Bacillus 
weistephanensis. Este grupo se caracteriza por presentar los genes phaQ, phaJ 
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(reguladores transcripcionales), phaP (fasinas estructurales del carbonosoma), phaR, 
phaB y phaC (enzimas catalíticas para la biosíntesis de P3HB). A diferencia del primer 
grupo, este se caracteriza por la producción de copolímeros de P3HB bajo la influencia 
de una amplia variedad de fuentes de carbono y el biopolímero recuperado presenta 
propiedades fisicoquímicas adecuadas para su uso en medicina (Evangeline y 
Sridharan 2019; Masood et al. 2013; Mizuno et al. 2010; Tsuge et al. 2015). 
Sustratos económicos empleados para la producción de P3HB 
Existen diferentes sistemas que han sido propuestos para la producción de 
P3HB empleando distintos sustratos de bajo valor económico (Tabla 2); entre los 
cuales destaca el uso de sustratos ricos en carbohidratos (melazas, jugos, jarabes y 
sueros lácteos), almidones (semillas y harinas), ácidos grasos (aceites residuales de 
origen vegetal o animal), ácidos orgánicos (ácido propiónico y acético) y lignocelulosa 
(bagazos y cáscaras de semillas, frutas y verduras) (Nielsen et al. 2017). El objetivo 
de usar este tipo de sustratos es abaratar el proceso de fermentación, puesto que 
representa la mayor inversión en el proceso productivo. No obstante, es igual de 
necesario emplear cepas bacterianas con la capacidad de adaptarse a estos nutrientes y 
generar considerables cantidades de biomasa y P3HB, ya que el proceso operativo está 
influenciado por el comportamiento de la cepa bacteriana empleada. (Rodriguez-Perez 
et al. 2018). 
Tabla 2. Producción de P3HB empleando diversos sustratos económicos. 







Pseudomonas sp. Melazas Discontinuo  10.54 2.17 
Alcaligenes latus Jugo de remolacha Discontinuo 4.01 1.52 
Cupriavidus necator 
mRePT 
Suero de leche Discontinuo 8.00 2.00 
Cupriavidus sp.  
KKU38 
Almidón de yuca Discontinuo 9.69 5.96 
Cupriavidus necator  
H16 
Aceite de soya Alimentado 6.1 3.48 
Pseudomonas sp. Aceite de maíz Discontinuo 12.53 4.39 
Bacillus megaterium Café molido  Discontinuo 3.4 1.7 
Bacillus firmus  
NII 
Paja de arroz Discontinuo 1.9 1.69 
(Al-Battashi et al., 2019; Nielsen et al., 2017). 
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Protocolos para la recuperación de P3HB 
Otro aspecto que destacar en la producción del P3HB son los protocolos de 
recuperación, puesto que diversas variantes han sido reportadas con el objetivo de 
eficientizar el proceso extractivo y mejorar las propiedades del P3HB. Comúnmente 
estos protocolos se subdividen en los siguientes pasos: (1) recuperación de biomasa 
celular, (2) digestión celular, (3) purificación del biopolímero y (4) suspensión final 
(Martínez-Herrera et al. 2020). De acuerdo con los agentes empleados durante los 
pasos en la extracción, estos protocolos se clasifican en biológicos, químicos y físicos; 
dentro de los cuales las diversas variantes han documentado el empleo de enzimas 
alcalinas durante la digestión celular y una suspensión final mediante ultrafiltración 
(Yasotha et al. 2006), el uso de detergentes durante el paso de digestión (Yang et al. 
2011) y el uso de gusanos que consumen la biomasa bacteriana y la digieren liberando 
el P3HB en sus desechos (Murugan et al. 2016). Sin embargo, la desventaja de estos 
protocolos es que son operacionalmente largos, llegan a ser costosos, implican un alto 
uso de solventes químicos y el P3HB obtenido puede presentar baja pureza. Es por 
ello, que la investigación en torno a esta parte del proceso de producción ha estado 
dando de qué hablar, puesto que una parte de la reducción del costo operativo también 
está enfocada en el protocolo de extracción a emplear.  
Investigaciones recientes han relacionado el empleo del baño de ultrasonido 
durante el paso de digestión celular con una eficiente recuperación del P3HB. Se ha 
documentado que reduce el uso de solventes químicos (por lo cual abarata el proceso 
de extracción y lo hace amigable con el ambiente), mejora las propiedades físicas del 
P3HB producido (puesto que este llega a tener mejores propiedades de 
termorresistencia y morfológicas) y aumenta los rendimientos de producción de este 
biopolímero (Ishak et al. 2016; Martínez-Herrera et al. 2020; Pradhan et al. 2017; 
Pradhan et al. 2018). Por lo tanto, el diseño de nuevos protocolos de extracción de 
P3HB a base de tecnicas físicas es una parte fundamental en la optimización de la 
producción de este biopolímero bacteriano. 
Problemas y alternativas 
Hoy en día la producción de P3HB está pasando por una serie de dificultades 
que limitan su comercialización en el mercado mundial de los plásticos. El principal 
problema es su alto costo de producción que repercute en el precio final del producto, 
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el cual ronda los $11-13 USD por kg, en contraste con el del polipropileno cuyo precio 
está fijado en $0.80 USD por kg (Castilho et al. 2009; Pavan et al. 2019). Por esta 
razón se han dilucidado una serie de puntos críticos para abordar esta problemática 
(Fig. 4), siendo: (1) La bioprospección y el aislamiento de nuevas cepas bacterianas 
altamente productivas cuyo metabolismo les permita tomar diversos sustratos para 
producir P3HB (Shameer 2016). (2) La ingeniería genética aplicada a cepas nativas 
con el objetivo de incrementar la productividad (Li et al. 2016). (3) El diseño, 
modificación y optimización de medios de cultivo suplementados con sustratos 
residuales y económicos, siendo este el punto que más ha llamado la atención debido 
a que el 40-50% de la inversión se centra en los compuestos usados para el proceso de 
fermentación (Nielsen et al. 2017; Nygaard et al. 2019). (4) Evaluación y 
modelamiento de sistemas de fermentación centrados en la respuesta óptima del 
cultivo (Lin 2016). (5) Aplicación de nuevos protocolos de extracción con el objetivo 
de eficientizar la recuperación de P3HB, mejorar las propiedades físicas del 
biopolímero y disminuir el uso de solventes orgánicos (Kosseva y Rusbandi 2018; 
Pradhan et al. 2018). (6) La búsqueda de nuevas áreas de aplicación y el mejoramiento 
mercantil para abrir su aceptación entre el público e incrementar su demanda (Carlozzi 
et al. 2020). 
 




En la actualidad un vasto número de reportes describen la producción y 
caracterización del P3HB. No obstante, es importante mencionar que la investigación 
en torno a la producción de este biopolímero ha tenido una creciente evolución en la 
cual se ha visto que es cada vez necesario evidenciar la problemática y las alternativas 
convenientes, puesto que cada vez se descubren nuevas características interesantes que 
























Los recientes cambios que el mundo ha experimentado en cuestiones 
ecológicas y económicas han despertado el interés de la población por tecnologías que 
permitan un desarrollo sostenible. Debido a esto, la 4° revolución Industrial ha traído 
el amanecer de diversas tecnologías y procesos con la finalidad de facilitar y beneficiar 
la vida humana; entre estos destacan los procesos biotecnológicos enfocados en la 
síntesis de biomateriales, especialmente los polímeros biodegradables. 
El poli(3-hidroxibutirato) o P3HB es un biopolímero bacteriano que destaca 
entre diversos biomateriales debido a sus propiedades fisicoquímicas que lo convierten 
en un potencial sustituto del polipropileno en diversos aspectos agrícolas, industriales 
y médicos. Sin embargo, los altos costos de producción causados por el uso de cepas 
bacterianas poco productivas, el empleo de sustratos costosos durante los procesos 
fermentativos, la aplicación de protocolos de extracción poco eficientes y la 
recuperación de P3HB altamente cristalino ha limitado la comercialización de este 
biopolímero frente a los plásticos de origen petroquímico.  
Dada la situación actual, la importancia del presente proyecto radica en la 
búsqueda de alternativas que contribuyan al incremento de los rendimientos 
productivos del P3HB producido por una cepa nativa de Bacillus cereus y mejorar las 
propiedades físicas de este biopolímero. Además, la trascendencia del presente 
proyecto se centra en aportar al desarrollo de esta tecnología a beneficio de nuestro 
país, puesto que diversos informes indican que la producción de este biomaterial se 











Los parámetros de fermentación óptimos y la aplicación de protocolos de 
recuperación eficientes permiten incrementar los rendimientos productivos del P3HB 
























OBJETIVOS DEL TRABAJO 
OBJETIVO GENERAL 
Incrementar los rendimientos de producción del P3HB producido por B. cereus 
4N y mejorar las propiedades físicas de este biopolímero mediante parámetros de 
fermentación óptimos y un protocolo de recuperación eficiente. 
 
OBJETIVOS PARTICULARES 
❖ Evaluar y seleccionar un medio de cultivo base que sea propicio para la generación 
de biomasa celular y la biosíntesis de P3HB. 
 
❖ Evaluar y seleccionar sustratos alternos como fuentes de carbono y nitrógeno, así 
como la influencia de las distintas concentraciones de estos sustratos en el medio 
de cultivo. Asimismo, analizar la influencia de distintos parámetros de incubación 
(temperatura, pH, agitación y tiempo de fermentación) que permitan un incremento 
en la generación de biomasa celular y la producción de P3HB. 
 
❖ Evaluar los parámetros cinéticos y de producción a nivel matraz (0.2 y 1 L) y nivel 
biorreactor en sistema discontinuo (10 L) bajo las condiciones nutricionales y de 
incubación previamente seleccionadas. 
 
❖ Caracterización química (FTIR y 1H-RMN) y física (DSC, XRD y SEM) del P3HB 
obtenido bajo las condiciones nutricionales y de incubación previamente 
seleccionadas. 
 
❖ Evaluar un nuevo protocolo de extracción el cual eficientice la recuperación del 
P3HB. 
 
❖ Evaluar mediante microscopía confocal de fluorescencia los cambios morfológicos 




CAPÍTULO 1  
EVALUACIÓN Y SELECCIÓN DE UN MEDIO DE CULTIVO 
PROPICIO PARA LA GENERACIÓN DE BIOMASA CELULAR 
Y LA PRODUCCIÓN DE POLI(3-HIDROXIBUTIRATO) 
 
Resumen 
La selección de medios de cultivo que presentan una composición simple y que 
sirvan para la optimización de variables fisicoquímicas es el primer paso en el 
incremento productivo del P3HB. Una gran variedad de composiciones constituidas 
por sustratos inorgánicos y orgánicos son reportadas; sin embargo, la más adecuada 
será aquella en la que la cepa bacteriana empleada presente una mejor adaptación. 
Tomando en cuenta esto, el objetivo fue evaluar y seleccionar un medio de cultivo 
propicio para el desarrollo celular y la producción de P3HB por B. cereus 4N. Para 
esto se evaluaron 6 formulaciones previamente reportadas en la literatura; de las cuales 
el medio de cultivo rico en glucosa y deficiente en peptona (GRPD) fue seleccionado 
debido a que permitió una alta generación de biomasa celular (3.67 gL-1), P3HB (1.35 
gL-1) y %P3HB (36.13 %) con la cepa bacteriana en estudio. Dicho medio de cultivo 
será evaluado y modificado en posteriores análisis de optimización.   
 












Uno de los factores que condicionan el crecimiento bacteriano y la producción 
del P3HB es la disposición de nutrientes; en este aspecto, es necesario el empleo de 
medios de cultivo de composición simple con un amplio radio de fuente de carbono-
nitrógeno (C:N), los cuales deben ser fáciles de manipular y modificar para la 
optimización de estos procesos biotecnológicos (Keshavarz y Roy 2010). Asimismo, 
es reportado que estas condiciones nutricionales influyen en las características 
fisicoquímicas (composición, estructura, peso molecular, cristalinidad, 
termoresistencia, etc.) del biopolímero obtenido. Por lo que la selección del medio de 
cultivo es de suma importancia para la mejora productiva del P3HB (Tan et al. 2014). 
Cabe destacar que los medios de cultivo usados para este fin presentan 
composición variada y dependen de la adaptación metabólica que la cepa bacteriana 
empleada presente ante tal influencia nutricional. Estudios extensos y detallados 
reportan el uso de medios de cultivo compuestos por sales minerales suplementados 
con uno o varios sustratos como fuente de carbono o nitrógeno (Peña et al. 2014). Por 
otra parte, los medios de cultivo compuestos por sustratos orgánicos también son una 
alternativa, puesto que algunos géneros bacterianos responden de mejor manera ante 
la presencia de estos sustratos (Benesova et al. 2017; Borah et al. 2002). 
Adicionalmente, la cepa bacteriana también juega un papel importante, puesto que en 
este contexto se destacan las características metabólicas del género Bacillus; un género 
bacteriano que se caracteriza por no presentar requerimientos nutricionales 
específicos, ya que pueden crecer y producir P3HB bajo la influencia de medios de 
cultivo equilibrados o desequilibrados suplementados con una amplia variedad de 
sustratos económicos (Kumar et al. 2013; Mohapatra et al. 2017). 
Dadas las presentes razones, el objetivo del presente capítulo se centró en la 
búsqueda de un medio de cultivo referido como propicio para la producción de P3HB 
con el género Bacillus; con el cual la cepa bacteriana B. cereus 4N presente un 
incremento en la generación de biomasa celular, la producción de P3HB y el porcentaje 
de acumulación de este biopolímero, esto con el fin de considerarlo como un medio de 





2. Material y Métodos 
2.1. Reactivos  
Todos los productos químicos de grado analítico utilizados en el presente 
estudio se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals Co. (E.U.A). 
2.2. Cepa bacteriana  
Para el presente estudio se utilizó la cepa bacteriana B. cereus 4N (NCBI-
GenBank: MH404097), la cual fue previamente aislada y caracterizada como 
productora de biopolímeros P3HB en la Universidad Autónoma de Nuevo León, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Instituto de Biotecnología. Esta cepa bacteriana fue 
registrada en la Colección Nacional de Cepas Microbianas (WDC-CDBB-500, 
CINVESTAV, México) con el número de registro CDBB-L-2032 y preservada en una 
solución de esporas a -20 ºC (Harrold et al. 2011). 
2.3. Evaluación y selección de un medio de cultivo propicio para la generación de 
biomasa celular, producción de P3HB y %P3HB  
Para evaluar y seleccionar el medio de cultivo en el cual B. cereus 4N 
presentara la mayor generación de biomasa celular, producción de P3HB y porcentaje 
de acumulación (%P3HB), se emplearon las siguientes composiciones reportadas 
como propicias para la producción de P3HB con cepas bacterianas del género Bacillus: 
• Control: Caldo nutritivo (8.0 gL-1). 
• GRPD (medio rico en glucosa y deficiente en peptona): Glucosa (15.0 gL-1), 
peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1) (Masood et 
al. 2017). 
• S-EL (medio sacarosa-extracto de levadura): Sacarosa (20.0 gL-1), extracto de 
levadura (5.0 gL-1), KH2PO4 (2.45 gL
-1), K2HPO4 (3.13 gL
-1) y CaCl (0.005 gL-1) 
(Belal y Farid 2016; Bormann et al. 1998). 
• MMM (medio mineral modificado): Almidón soluble (20.0 gL-1), ácido cítrico (1.7 
gL-1), (NH4)2SO4 (2.0 gL
-1), KH2PO4 (1.33 gL
-1) y MgSO4 (1.2 gL
-1) (Ali y Jamil 
2014).  
• RC (medio Rhizobium modificado): Sacarosa (10.0 gL-1), extracto de levadura (1.0 
gL-1), KH2PO4 (1.0 gL
-1) y MgSO4 (2.0 gL
-1) (Ponnusamy et al. 2019).  
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• K-R (medio Kannan-Rehacek): Glucosa (20.0 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-
1), (NH4)2SO4 (5.0 gL
-1), KCl (3.0 gL-1) y dializado de harina de soya (10.0 gL-1) 
(Kannan y Rehacek 1970; Philip et al. 2009).  
Los medios de cultivo antes mencionados fueron esterilizados a 120 ºC, 15 lbp durante 
15 min en una autoclave 25x-1 (All American, E. U. A). 
2.3.1. Preparación de fermentaciones 
La evaluación de los medios de cultivo fue llevada a cabo partiendo de 
matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 100 mL de la preparación a 
evaluar (pre-inóculo). Posteriormente, esta fue inoculada con 100 µL (108 UFC mL-1) 
de la solución de esporas de B. cereus 4N (previamente reactivada con un choque 
térmico a 100 °C durante 1 min) y fue incubada con agitación continua en una 
incubadora MaxQ4000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 
150 rpm durante 24 horas. Después, matraces Erlenmeyer de 500 mL con un volumen 
de 200 mL de la misma preparación se inocularon al 2 % (vv-1) con el pre-inóculo 
incubado durante 24 horas. Luego, estos matraces de fermentación se incubaron con 
agitación continua en una incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) 
a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 48 horas. 
2.3.2. Extracción de P3HB 
 El P3HB producido fue recuperado mediante el protocolo de extracción 
tradicional basado en la digestión celular con NaOCl y la suspensión del biopolímero 
en cloroformo (Hahn et al. 1994). De acuerdo con lo establecido, se colocaron los 
caldos del cultivo de 48 horas en botes de polipropileno, estos se centrifugaron a 4 °C, 
8000 rpm durante 15 min en una ultracentrífuga J251 (Beckman Coulter, E.U.A); una 
vez obtenido el paquete celular se le añadieron 15 mL de NaOCl al 10 % (vv-1), se 
homogenizó y se reposo en un baño metabólico DB117615 (Thermoline Scientific, 
Australia) a 30 °C durante 2 horas. Posteriormente se centrifugó, se retiró el 
sobrenadante y a la pastilla resultante se le añadieron 9 mL de una mezcla de metanol, 
acetona y dietil éter (1:1:1), de nuevo se centrifugó y al obtener la pastilla se le 
añadieron 10 mL de cloroformo; el cual fue llevado a ebullición durante 1 min. El 
extracto obtenido se colocó en una caja Petri de cristal previamente pesada y se dejó 
secar a 24 °C. 
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2.3.3. Cuantificación de biomasa celular y porcentaje de acumulación de P3HB 
(%P3HB) 
 De los caldos de fermentación de 48 horas se tomó una muestra de 10 mL de 
medio de cultivo y se distribuyó en 5 microtubos con volumen de 2 mL (previamente 
secos a 50 °C y pesados). Posteriormente, se centrifugaron a 5,000 rpm durante 15 min 
en una microcentrífuga TM22R (Beckman Coulter, E.U.A), se desechó el 
sobrenadante, se enjuagó con agua destilada estéril y después se almacenaron a 50 °C 
durante 24 horas en un horno 07065M (ARSA, México). Pasadas 24 horas se 
cuantificó su peso (Nygaard et al. 2019).  
 El cálculo del porcentaje de acumulación de P3HB (%P3HB) fue determinado 
como la relación existente entre la cantidad de P3HB producido sobre la cantidad de 
biomasa celular generada (Pagliano et al. 2017), mediante la siguiente fórmula:  
%P3HB =  [
P3HB (gL−1)
Biomasa celular (gL−1)
] ∗ 100 
2.4. Análisis estadísticos 
 Los procesos de fermentación fueron realizados por triplicado. Los datos de 
generación de biomasa celular, producción de P3HB y %P3HB fueron analizados 
mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y una prueba posterior de 
Tukey. Una p ≤ 0.05 fue considerada como estadísticamente significativa. El software 












En la Fig. 5 se muestra el efecto de los medios de cultivo evaluados para la 
producción del P3HB por B. cereus 4N. Esta cepa bacteriana presentó una generación 
de biomasa celular de 1.29-3.67 gL-1, una producción de P3HB de 0.09-1.35 gL-1 y un 
%P3HB de 3.62-36.13% bajo la influencia de todos los medios de cultivo evaluados, 
siendo el medio de cultivo GRPD aquel que permitió una mayor generación de 
biomasa celular (3.67 gL-1), P3HB (1.35 gL-1) y %P3HB (36.13%). 
 
Fig. 5. Efecto de distintos medios de cultivo en la producción de biomasa celular (gL-1), P3HB (gL-1) y 
porcentaje de acumulación de P3HB (%P3HB). Los datos graficados corresponden a la media de tres 
repeticiones ± desviación estándar y los grupos de homogeneidad (a-e) fueron determinados mediante 
la prueba posterior de Tukey (p ≤ 0.05) (ANEXO I).  
También se observó que la generación de biomasa celular es estadísticamente 
similar entre los medios de cultivo GRPD y K-R. Asimismo, la producción de P3HB 
y el %P3HB es menor al emplear los medios de cultivo S-EL y MMM 
(estadísticamente similar al medio control). Infiriendo que los medios de cultivo que 
presentan un mayor contenido de sales inorgánicas afectan de manera negativa el 





La búsqueda de medios de cultivo simples que influyan positivamente en el 
desarrollo celular y la producción de P3HB es un paso de vital importancia en la 
optimización productiva de este biopolímero bacteriano (Masood et al. 2017). Es 
reportado que varias cepas del género Bacillus responden de manera favorable bajo la 
influencia de medios de cultivo compuestos por NaCl, extracto de levadura y radios 
óptimos de glucosa-peptona (Narayanan y Ramana 2012). Tal es el caso de Bacillus 
cereus FB11, una cepa bacteriana capaz de generar hasta 4.95 gL-1 de biomasa celular 
y 1.95 gL-1 de P3HB bajo la influencia del medio de cultivo rico en glucosa y deficiente 
en peptona (Masood et al. 2013). De igual manera, Bacillus cereus PW3A presenta 
una máxima producción de P3HB (0.35 gL-1) bajo la influencia de glucosa y peptona 
como sustratos óptimos (Babruwad et al. 2015) y Bacillus flexus Azu-A2, cuya 
generación de biomasa celular (3.21-3.61 gL-1) y producción de P3HB (0.89-0.90 gL-
1) se vio favorecida ante la presencia de glucosa como fuente de carbono y la adición 
de extracto de levadura (fuente de aminoácidos y vitaminas esenciales) y peptona 
(fuente principal de nitrógeno). Adicionalmente, es reportado que Bacillus aryabhattai 
PHB10 presenta una máxima generación de biomasa celular (4.36 gL-1) y producción 
de P3HB (3.26 gL-1) bajo la influencia de un medio de cultivo con una composición 
nutricional similar a la presentada en este proyecto (Pillai et al. 2017). 
No obstante, el uso de glucosa y peptona a nivel industrial repercute en un 
mayor costo del biopolímero, por lo que este medio de cultivo solo funciona como una 
base para realizar posteriores modificaciones empleando sustratos económicos. De 
acuerdo con Kung et al. (2007) aislados bacterianos de Pseudomonas sp. y Aeromonas 
sp. presentaron un buen desarrollo celular y producción de P3HB bajo la influencia del 
medio de cultivo GRPD. Sin embargo, este reporte indica que la producción de estas 
cepas bacterianas puede verse mejorada si se sustituye la glucosa y la peptona como 
sustratos principales. Asimismo, Getachew y Woldesenbet (2016) indican el uso de 
sustratos económicos para mejorar la producción de P3HB empleando el medio de 
cultivo GRPD como una base nutricional. Por lo tanto, en este primer paso el medio 
de cultivo GRPD fue seleccionado para realizar posteriores análisis debido a su 
composicion simple, el alto desarrollo celular, producción de P3HB y porcentaje de 




EVALUACIÓN DE PARÁMETROS NUTRICIONALES Y DE 
INCUBACIÓN PARA LA MEJORA PRODUCTIVA DE 
BIOMASA CELULAR Y POLI(3-HIDROXIBUTIRATO) 
 
Resumen 
 Actualmente, la búsqueda de sustratos económicos que permitan un 
abaratamiento del proceso de fermentación y un incremento en la biosíntesis de P3HB 
ha sido de gran interés en la optimización productiva de este biopolímero bacteriano. 
México es un país con una alta generación de sustratos de esta índole los cuales pueden 
destinarse para este proceso biotecnológico. Por esta razón, el objetivo del presente 
capítulo se enfocó en la evaluación de distintos parámetros nutricionales y de 
incubación en los que B. cereus 4N presentara una alta generación de biomasa celular 
y producción de P3HB. Los resultados obtenidos demuestran que la formulación 
compuesta por jarabe de agave (15 gL-1), harina de soya (1.5 gL-1), extracto de levadura 
(2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1) permite a la cepa bacteriana en estudio generar una mayor 
producción de biomasa celular y P3HB a condiciones de 30 ºC, pH 6, 150 rpm durante 
48 horas de incubación.  
 












Actualmente, el P3HB es un biopolímero que se esta produciendo a escala 
industrial por diversas empresas internacionales. Sin embargo, los altos costos de 
producción hacen que este biomaterial sea hasta 10 veces mas costoso que los 
polímeros sintéticos, lo cual limita su competitividad en el mercado mundial de los 
plásticos (Kourmentza et al., 2017). Se estima que el costo final de este biopolímero 
depende del precio del sustrato utilizado. Por esta razón, los investigadores se han 
enfocado en buscar sustratos de bajo costo que ayuden a reducir los costos de 
fermentación, puesto que el 30-40 % de la inversión se dirige a los sustratos empleados 
para este proceso (Gómez Cardozo et al. 2016; Mozumder et al. 2014). Una amplia 
variedad de sustratos han sido reportados como fuente de carbono y nitrógeno; entre 
estos destaca el uso de melazas, mieles, jarabes, jugos, bagazos, cáscaras de fruta o 
verdura, almidones, harinas, hidrolizados, desechos lignocelulósicos, legumbres, 
aceites residuales de origen vegetal, animal o industrial, sueros lácteos, licores, 
efluentes residuales, entre otros (Nielsen et al. 2017). Por lo tanto, hay una infinidad 
de posibilidades para continuar optimizando la producción de este biopolímero. 
México es un pais donde el 52.4 % de sus desechos son de carácter orgánico 
putrescible siendo los residuos alimenticios derivados de industrias, mercados y 
tiendas de autoservicio los que principalmente componen este porcentaje. La falta de 
gestión para estos desechos representa un problema ecológico, puesto que la carencia 
de propuestas hace difícil eliminar su acumulación (Bernache et al. 2001).  
Asimismo, las melazas, jarabes y mieles vegetales son sustratos ricos en 
carbohidratos fermentables que son obtenidos de plantas refinadoras de azúcar y 
dulceras regionales. Estos sustratos tienen una alta producción en México y debido a 
su bajo valor económico y su manufactura tradicional en algunas ciudades de nuestro 
país pueden ser dirigidos para diversos aspectos biotecnológicos (Martínez 2000; 
Martínez-Herrera et al. 2020).  
Por lo anterior, el presente capítulo se centró en la evaluación y selección de 
sustratos de bajo costo como fuentes de carbono y nitrógeno, sus correspondientes 
concentraciones y el análisis de parámetros de incubación que permitan a la cepa B. 
cereus 4N incrementar la generación de biomasa celular, la producción de P3HB y el 
porcentaje de acumulación de este biopolímero. 
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2. Material y Métodos 
2.1. Reactivos y sustratos 
Todos los productos químicos de grado analítico utilizados en el presente 
estudio se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals Co. (E.U.A). Mientras que los 
sustratos económicos utilizados como fuentes de carbono y nitrógeno fueron obtenidos 
de mercados locales, restaurantes de comida rápida y talleres mecánicos en la ciudad 
de Monterrey, Nuevo León, México. 
2.2. Cepa bacteriana  
Para el presente estudio se utilizó la cepa bacteriana B. cereus 4N (NCBI-
GenBank: MH404097), la cual fue previamente aislada y caracterizada como 
productora de biopolímeros P3HB en la Universidad Autónoma de Nuevo León, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Instituto de Biotecnología. Esta cepa bacteriana fue 
registrada en la Colección Nacional de Cepas Microbianas (WDC-CDBB-500, 
CINVESTAV, México) con el número de registro CDBB-L-2032 y preservada en una 
solución de esporas a -20 ºC (Harrold et al. 2011). 
2.3. Evaluación de sustratos económicos y condiciones de incubación 
La evaluación de sustratos de bajo costo para incrementar la producción de 
P3HB fue realizada mediante un diseño de discriminación de variables denominado 
como un factor a la vez (Biglari et al. 2018; Masood et al. 2017; Wagle et al. 2017). 
Primero, se evaluaron diferentes sustratos como fuente de carbono (jarabe de agave, 
melaza de caña, bagazo de caña, cáscara de plátano, suero de leche, aceite residual de 
papa frita, aceite residual de pollo frito y aceite residual de motor) a una concentración 
de 15 gL-1 en el medio de cultivo base (previamente seleccionado en el Capítulo 1) 
compuesto por extracto de levadura (2.5 gL-1), peptona (2.0 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1). 
Se eligió aquel sustrato con el cual se mostró una mayor producción de biomasa 
celular, P3HB y %P3HB, y después se evaluaron distintas concentraciones (5, 10, 15 
y 20 gL-1). Se consideró como control (-) el medio de cultivo base sin fuente de carbono 
y como control (+) el medio de cultivo base suplementado con glucosa como fuente 
de carbono.  
Después de seleccionar la fuente de carbono y su respectiva concentración, se 
analizaron distintas fuentes de nitrógeno (NH4(SO4)2, harina de soya, harina de maíz, 
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nejayote, chícharos, frijoles y lentejas). Se seleccionó aquel sustrato con el cual se 
mostró una mayor producción de biomasa celular, P3HB y %P3HB, y después se 
evaluaron distintas concentraciones (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 gL-1). Se consideró como 
control (-) el medio de cultivo base sin peptona y como control (+) el medio de cultivo 
base suplementado con peptona como fuente de nitrógeno. 
Los procesos de fermentación fueron llevados a cabo partiendo de matraces 
Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 100 mL de la preparación a evaluar (pre-
inóculo). Posteriormente, esta fue inoculada con 100 µL (108 UFC mL-1) de la solución 
de esporas de B. cereus 4N (previamente reactivada con un choque térmico a 100 °C 
durante 1 min) y fue incubada con agitación continua en una incubadora MaxQ4000 
(Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 24 horas. 
Después, matraces Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de 200 mL de la misma 
preparación se inocularon al 2 % (vv-1) con el pre-inóculo de 24 horas. Luego, estos 
matraces de fermentación se incubaron con agitación continua en una incubadora 
MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm 
durante 48 horas. 
 Después de evaluar y seleccionar los mejores parámetros nutricionales se 
evaluó el efecto de distintos parámetros de incubación, tales como; temperatura (20, 
30 y 40 °C), pH (6, 7 y 8), velocidad de agitación (100, 150 y 200 rpm) y tiempos de 
fermentación (24, 48, 72 y 96 horas) sobre la generación de biomasa celular, 
producción de P3HB y porcentaje de acumulación (%P3HB). 
2.3.1. Extracción de P3HB 
 El P3HB producido fue recuperado mediante el protocolo de extracción 
tradicional basado en la digestión celular con NaOCl y la suspensión del biopolímero 
en cloroformo (Hahn et al. 1994). De acuerdo con lo establecido, se colocaron los 
caldos del cultivo de 48 horas en botes de polipropileno, estos se centrifugaron a 4 °C, 
8000 rpm durante 15 min en una ultracentrífuga J251 (Beckman Coulter, E.U.A); una 
vez obtenido el paquete celular se le añadieron 15 mL de NaOCl al 10 % (vv-1), se 
homogenizó y se reposo en un baño metabólico DB117615 (Thermoline Scientific, 
Australia) a 30 °C durante 2 horas (en el caso del paquete celular obtenido de los 
tratamientos con aceites, estos fueron lavados con acetona y agua destilada previo a la 
digestión con NaOCl). Posteriormente se centrifugó, se retiró el sobrenadante y a la 
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pastilla resultante se le añadieron 9 mL de una mezcla de metanol, acetona y dietil éter 
(1:1:1), de nuevo se centrifugó y al obtener la pastilla se le añadieron 10 mL de 
cloroformo; el cual fue llevado a ebullición durante 1 min. El extracto obtenido se 
colocó en una caja Petri de cristal previamente pesada y se dejó secar a 24 °C. 
2.3.2. Cuantificación de biomasa celular y porcentaje de acumulación de P3HB 
(%P3HB) 
 A partir de los caldos de fermentación se tomó una muestra de 10 mL de medio 
de cultivo y se distribuyó en 5 microtubos con un volumen de 2 mL (previamente secos 
a 50 °C y pesados). Posteriormente, se centrifugaron a 5,000 rpm durante 15 min en 
una microcentrífuga TM22R (Beckman Coulter, E.U.A), se desechó el sobrenadante, 
se lavó con agua destilada estéril y después se almacenaron a 50 °C durante 24 horas 
en un horno 07065M (ARSA, México). Pasadas 24 horas se cuantifico su peso 
(Nygaard et al. 2019).  
 El cálculo del porcentaje de acumulación de P3HB (%P3HB) fue determinado 
como la relación existente entre la cantidad de P3HB producido sobre la cantidad de 
biomasa celular generada (Pagliano et al. 2017), mediante la siguiente fórmula:  
%P3HB =  [
P3HB (gL−1)
Biomasa celular (gL−1)
] ∗ 100 
2.4. Análisis estadísticos 
Los procesos de fermentación fueron realizados por triplicado. Los datos de 
generación de biomasa celular, producción de P3HB y %P3HB obtenidos de la 
evaluación de los parámetros nutricionales y tiempos de fermentación fueron 
analizados mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA), mientras que los 
datos derivados de la evaluación de los parámetros de incubación (temperatura, pH y 
velocidad de agitación) fueron evaluados mediante un diseño factorial 3×3. Para todos 
estos análisis se realizó una prueba posterior de Tukey. Una p ≤ 0.05 fue considerada 







La información obtenida indica la versatilidad metabólica de B. cereus 4N para 
asimilar distintos sustratos de bajo costo (melazas, jarabes, bagazos y aceites), lo cual 
se refleja en la generación de biomasa celular y la producción de P3HB (Tabla 3). En 
este aspecto, el jarabe de agave indujo la mayor generación de biomasa celular (3.74 
gL-1), P3HB (2.09 gL-1) y %P3HB (56.09 %); incluso los resultados obtenidos con esta 
fuente de carbono fueron superiores al control (+). En cambio, la producción más baja 
se obtuvo con el suero de leche cuyas variables presentaron un comportamiento 
estadísticamente similar al control (-), dicho comportamiento indica que la cepa 
bacteriana es incapaz de asimilar sustratos ricos en lactosa. 
Tabla 3. Efecto de distintos sustratos como fuente de carbono. 
Fuente de carbono Biomasa celular (gL-1) P3HB (gL-1) %P3HB 
Control (-) 0.58g ± 0.04 0.12g ± 0.02 23.91d ± 1.70 
Control (+) 3.67a ± 0.14 1.35b ± 0.03 36.13b ± 1.44 
Jarabe de agave 3.74a ± 0.10   2.09a ± 0.05 56.09a ± 1.38 
Melaza de caña 1.42d ± 0.03 0.40d ± 0.07 28.18c ± 0.04 
Bagazo de caña 1.10f ± 0.02 0.17f ± 0.03 15.36f ± 0.29 
Cáscara de plátano 1.32e ± 0.01 0.30e ± 0.02 24.23c ± 0.17 
Suero de leche 0.57g ± 0.02 0.13g ± 0.01 21.08d,e ± 0.37 
Aceite residual de papa frita 2.21c ± 0.02 0.18f ± 0.03 8.10g ± 0.06 
Aceite residual de pollo frito 2.69b ± 0.07 0.80c ± 0.02 28.17c ± 0.47 
Aceite residual de motor 2.18c ± 0.05 0.17f ± 0.03 7.95g ± 0.32 
*Los datos son representados como la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Los grupos de 
homogeneidad (a-g) fueron determinados mediante la prueba posterior de Tukey (p ≤ 0.05) (ANEXO 
II). Control (-): Medio de cultivo sin fuente de carbono y Control (+): Medio de cultivo suplementado 
con glucosa. 
 
Las concentraciones de jarabe de agave en el medio de cultivo base indican que 
una concentración de 15 gL-1 es propicia para el incremento productivo de las variables 
dependientes evaluadas. Sin embargo, bajas concentraciones (5 y 10 gL-1) determinan 
una menor disponibilidad de los carbohidratos necesarios para el desarrollo celular y 
la producción de P3HB. En cambio, altas concentraciones de este jarabe (20 gL-1) 
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producen una saturación que afecta al desarrollo celular y la producción de P3HB 
(Tabla 4). 
 
Tabla 4. Efecto de distintas concentraciones de jarabe de agave. 
Concentración de Jarabe 
de agave 
Biomasa celular (gL-1) P3HB (gL-1) %P3HB 
5 gL-1 1.95c ± 0.02 0.54c ± 0.05 27.69b ± 0.26 
10 gL-1 3.24b ± 0.02 0.96b ± 0.02 29.48b ± 0.18 
15 gL-1 3.74a ± 0.05 2.15a ± 0.05 56.15a ± 1.38 
20 gL-1 3.26b ± 0.06 0.51c ± 0.04 15.64c ± 0.04 
*Los datos son representados como la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Los grupos de 
homogeneidad (a-c) fueron determinados mediante la prueba posterior de Tukey (p ≤ 0.05) (ANEXO 
III). 
 
La Tabla 5 muestra la influencia de diferentes sustratos como fuente de 
nitrógeno con los cuales la cepa bacteriana B. cereus 4N presentó diferencias 
estadísticas en su comportamiento productivo, siendo las fuentes de nitrógeno 
orgánicas las más destacables para el incremento en la generación de biomasa celular 
y la producción de P3HB. Entre ellas la harina de soya, un sustrato que fue 
seleccionado debido a su bajo valor económico y con el cual la cepa bacteriana en 
estudio presentó una producción de P3HB estadísticamente similar al control (+). Por 
lo tanto, esta harina funciona como una fuente de nitrógeno orgánica que sustituye el 
uso de la peptona en el medio de cultivo base.  
Tabla 5. Efecto de distintos sustratos como fuentes de nitrógeno. 
Fuente de nitrógeno Biomasa celular (gL-1) P3HB (gL-1) %P3HB 
Control (-) 2.40g ± 0.04 1.27g ± 0.08 53.08d ± 2.43  
Control (+) 3.74b ± 0.01 2.10a ± 0.05 56.09b,c ± 1.38 
NH4(SO4)2 2.79f ± 0.02 0.64h ± 0.05 23.03f ± 0.23 
Harina de soya 3.65c ± 0.02 2.01a,b ± 0.09 55.17c ± 0.47 
Harina de maíz 4.47a ± 0.02 1.47f ± 0.02 32.89e ± 0.56 
Nejayote 3.32d,e ± 0.02 1.98c ± 0.07 59.43a ± 2.01 
Chícharos 3.27e ± 0.05 1.84d ± 0.02 56.08b,c ± 0.77 
Frijoles 3.43d ± 0.24 1.70e ± 0.05 49.75d ± 3.38 
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Lentejas 3.28e ± 0.02 1.90c,d ± 0.03 57.68b ± 1.13 
*Los datos son representados como la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Los grupos de 
homogeneidad (a-g) fueron determinados mediante la prueba posterior de Tukey (p ≤ 0.05) (ANEXO 
IV). Control (-): Medio de cultivo sin peptona y Control (+): Medio de cultivo suplementado con 
peptona.  
La evaluación de las concentraciones de harina de soya como fuente de 
nitrógeno (Tabla 6) indican que con una concentración de 1.5 gL-1 se obtiene un 
incremento significativo en la generación de biomasa celular (5.01 gL-1) y la 
producción de P3HB (2.20 gL-1), pero este efecto reduce en un 12.66 % la acumulación 
de P3HB. Aun así, este resultado es prometedor, dado que como se había mencionado 
anteriormente, su bajo valor económico aunado al uso de bajas concentraciones en el 
medio de cultivo puede influir en el mejoramiento económico de la producción de este 
biopolímero. Por lo tanto, los parámetros nutricionales determinados permitieron la 
generación de una nueva formulación compuesta por jarabe de agave (15 gL-1), harina 
de soya (1.5 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1), dicha 
composición fue denominada como el medio de cultivo Martínez-Alemán (M-A). 
Tabla 6. Efecto de distintas concentraciones de harina de soya.  
Concentración de Harina 
de soya 
Biomasa celular (gL-1) P3HB (gL-1) %P3HB 
0.5 gL-1 3.26d ± 0.07 1.80c ± 0.02 55.40a ± 0.20 
1.0 gL-1 3.48c ± 0.05 1.61d ± 0.09 46.41b ± 0.93 
1.5 gL-1 5.01a ± 0.05 2.20a ± 0.02 42.51c ± 0.45 
2.0 gL-1 3.65b ± 0.02 2.01b ± 0.09 55.17a ± 0.47 
*Los datos son representados como la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Los grupos de 
homogeneidad (a-d) fueron determinados mediante la prueba posterior de Tukey (p ≤ 0.05) (ANEXO 
V).  
En el caso de los parámetros de incubación (Fig. 6) se observó que la cepa 
bacteriana B. cereus 4N bajo la influencia del medio de cultivo M-A presentó 
generación de biomasa celular, producción de P3HB y %P3HB a condiciones de 20-
40 °C, pH 6-8 y velocidades de agitación de 100-200 rpm. Teniendo un mejor 
comportamiento productivo a condiciones de 30 °C, pH 6 y 150 rpm (Fig. 6b). 
Asimismo, la información representada en la Tabla 7 demuestra que el mejor tiempo 
para la producción de P3HB fue a las 48 horas de incubación (2.24 gL-1 y 40.93 %), 
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posterior a este tiempo se observa un decremento en la producción de este biopolímero. 
También, se observó que después de la hora 48 la cepa bacteriana sigue creciendo y 
generando altas cantidades de biomasa celular (hasta 12.19 gL-1 a las 96 horas de 
incubación). 
 
Fig. 6. Efecto de distintos parámetros de incubación (temperatura, pH y rpm) en la producción de 
biomasa celular (gL-1), P3HB (gL-1) y porcentaje de acumulación de P3HB (%P3HB). (a) 20 ºC, (b) 30 
ºC y (c) 40 ºC. Los datos graficados corresponden a la media de tres repeticiones ± desviación estándar 
(ANEXO VI).  
Tabla 7. Efecto de distintos tiempos de incubación. 
Tiempo de 
fermentación 
Biomasa celular (gL-1) P3HB (gL-1) %P3HB 
24 h 3.07d ± 0.05 1.09d ± 0.08 35.38b ± 2.27 
48 h 5.20c ± 0.12 2.24a ± 0.02 40.93a ± 1.27 
72 h 7.27b ± 0.08 1.66b ± 0.06 22.79c ± 0.32 
96 h 12.19a ± 0.10 1.52c ± 0.01 12.42d ± 0.11 
*Los datos son representados como la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Los grupos de 





 La búsqueda de nuevos sustratos económicos que aporten un incremento en la 
producción de P3HB es considerado uno de los puntos críticos para la optimización de 
este proceso. Tomando en cuenta la alta diversidad de residuos, subproductos e 
ingredientes de bajo costo que se generan en diferentes regiones a nivel mundial se 
abre la puerta a la mejora productiva de este biopolímero (Hernández-Núñez et al. 
2019). En este trabajo se destaca el uso del jarabe de agave como una fuente de carbono 
propicia para la producción de P3HB por B. cereus 4N. Este jarabe se produce 
tradicionalmente a partir del cocimiento de las piñas de la planta de Agave tequilana 
Weber (comúnmente denominada “maguey”), el cual es un jarabe constituido por 
fructosa (más del 60 % de su contenido) y el resto se compone de glucosa, sacarosa y 
pequeñas trazas de fructooligosacáridos (FOS) (Velázquez Ríos et al. 2019). 
Asimismo, se reporta que este jarabe es producido por diversas comunidades rurales 
del pacífico y centro de México en cantidades de 724,000 toneladas anuales y debido 
a su bajo costo (el costo varía de 10-40 pesos mexicanos dependiendo de la región), 
tiene un amplio uso como sustituto de la glucosa, destacando que su producción es una 
importante fuente de ingresos para estos pueblos agrícolas dedicados a la cosecha del 
agave, por lo que un nuevo uso puede generar un importante valor agregado a este 
sustrato (Montañez Soto et al. 2011; Narváez-Zapata y Sánchez-Teyer 2009). 
Es reportado que los sustratos ricos en fructosa son más eficientes que otros 
azúcares fermentables para las cepas de género Bacillus. Esto se debe a los cambios 
metabólicos que se producen frente a este azúcar, puesto que la formación de acetil-
CoA mediante el complejo de la vía piruvato deshidrogenasa incrementa los niveles 
de NADH (Ouhib-Jacobs et al. 2009). Por lo tanto, el flujo de este poder reductor 
inhibe la actividad de la citrato sintasa (enzima previa del ciclo de Krebs) y redirige 
las moléculas de acetil-CoA a la ruta biosintética del P3HB (Ling et al. 2018). 
Asimismo, estudios previos indican que los sustratos ricos en fructosa son propicios 
para la producción de este biopolímero; tal es el caso del jarabe de dátil, el cual se ha 
observado que estimula la producción de P3HB en un 70.5 % empleando cepas de 
Bacillus (Khiyami et al. 2011). También, el uso de la pulpa de caroba ha sido reportado 
como un sustrato de bajo costo que incrementa la producción de P3HB (hasta en 1.65 
gL-1) con Bacillus megaterium, incluso presenta un mejor efecto que los sustratos ricos 
en glucosa y sacarosa (Salazar et al. 2014). A su vez, es reportado que los jarabes 
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industriales altos en fructosa incrementan la producción de este biopolímero 
bacteriano en un 94.62 % por Halomonas sp. YLGW01 (Park et al. 2020). 
En este trabajo se reporta que la cepa bacteriana en estudio presenta una mayor 
generación de biomasa celular y P3HB bajo la influencia de distintas fuentes de 
nitrógeno orgánicas. Esto concuerda con lo reportado por Borah et al. (2002), quienes 
encontraron que el empleo de fuentes de nitrógeno inorgánicas suprime la acumulación 
de P3HB en Bacillus mycoides RLJ B-017, señalándose que el origen de la cepa 
bacteriana influye de manera significativa en su capacidad metabólica. Asimismo, el 
estudio reportado por Benesova et al. (2017) indica que las fuentes de nitrógeno 
orgánicas y complejas reducen la fase de adaptación del cultivo e incrementan la 
generación de biomasa celular catalíticamente activa. Dentro de las fuentes de 
nitrógeno orgánicas evaluadas la que más destaco por el aumento en la cantidad de 
biomasa celular y P3HB fue la harina de soya. Esta harina es una materia prima 
renovable y de bajo costo cuyo contenido rico en aminoácidos esenciales (ácido 
glutámico, glicina, arginina, metionina, y ácido aspártico) permite su uso para diversos 
aspectos biotecnológicos (Liu et al. 2017; Salazar-Magallon et al. 2015). Cabe destacar 
el uso de la harina de maíz y el nejayote como fuentes de nitrógeno con los cuales se 
obtuvieron buenos resultados en cuanto a generación de biomasa celular y producción 
de P3HB. Sin embargo, estos sustratos presentan composiciones muy variadas, puesto 
que dependen de las formulaciones empleadas para el procesamiento del maíz 
(nixtamalización) e incluso; en el caso del nejayote, se ocupa un pretratamiento para 
degradar la presencia de polisacáridos complejos que limitan su metabolismo 
(Martínez-Herrera et al. 2020; Ramírez-Romero et al. 2013). 
El análisis de diferentes parámetros de incubación indicó que B. cereus 4N bajo 
la influencia de los parámetros nutricionales determinados (medio de cultivo M-A), 
presenta un incremento en la generación de biomasa celular (5.20 gL-1), producción de 
P3HB (2.24 gL-1) y el %P3HB (40.93 %) a condiciones de 30 ºC y 150 rpm. Dicho 
hallazgo concuerda con el reporte de Pillai et al. (2017), el cual informa que Bacillus 
aryabhattai presenta un mejor comportamiento productivo a 31 ºC y 150 rpm debido 
al balance óptimo en la trasferencia de biomasa y los niveles de oxígeno disuelto que 
se producen bajo estas condiciones de incubación. Sin embargo, a diferencia de este 
antecedente, los resultados indican que el mejor desarrollo celular y producción de 
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biopolímero se presentan a pH 6. Es reportado que los pH ligeramente ácidos (6.0-6.8) 
permiten la síntesis de acetoína (molécula precursora del almacenamiento de energía), 
reduce la producción y actividad del superóxido dismutasa “SOD” (enzima precursora 
de la esporulación) y reduce la actividad de la Pha depolimerasa “PhaZ” (enzima 
relacionada a la degradación de los carbonosomas de P3HB) (Akaraonye et al. 2011; 
Kominek y Halvorson 1965; Valappil et al. 2006). Por consiguiente, esta condición 
ligeramente ácida del medio de cultivo produce cambios fisiológicos en B. cereus 4N 
y es considerada óptima para la producción de biomasa bacteriana y P3HB.  
En este estudio se observó que la mayor biosíntesis de P3HB fue a las 48 horas 
de fermentación. Sin embargo, posterior a este tiempo se reduce la cantidad de 
biopolímero producido y se incrementa la cantidad de biomasa celular. Este resultado 
es consistente con el reporte de Masood et al. (2017), quienes indicaron que la mayor 
acumulación de biopolímero por Bacillus cereus FA11 fue a las 48 horas de 
incubación. Después de este tiempo, el biopolímero acumulado se consume debido a 
la inanición de nutrientes en el medio de cultivo, lo que obliga a la bacteria a utilizar 
este depósito como último recurso; el cual, más que dirigirse a la biosíntesis de P3HB, 
es destinado a mantener las necesidades energéticas de la célula bacteriana (Getachew 
y Woldesenbet 2016; Urtuvia et al. 2018). Por ende, los parámetros nutricionales y de 
incubación determinados en este capítulo son determinantes para realizar posteriores 











COMPORTAMIENTO CINÉTICO DE Bacillus cereus 4N BAJO 
LA INFLUENCIA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO GRPD Y M-A 
A NIVEL MATRAZ Y BIORREACTOR 
 
Resumen 
El P3HB es un biopolímero bacteriano cuya producción puede escalarse a altos 
volúmenes de fermentación. Sin embargo, para llevar a cabo este bioproceso es 
necesario realizar estudios previos acerca del comportamiento cinético de la cepa 
bacteriana empleada para este fin. Por esta razón, el objetivo del presente capítulo fue 
realizar evaluaciones a nivel matraz y biorreactor (sistema discontinuo) con la cepa 
bacteriana B. cereus 4N bajo la influencia de los medios de cultivo GRPD y M-A. Los 
resultados mostraron cambios en el pH durante el desarrollo celular en ambos medios 
de cultivo y una máxima generación de biomasa celular (7.20 gL-1), P3HB (4.75 gL-1) 
e incremento de los parámetros cinéticos y de productividad en el medio de cultivo M-
A a nivel biorreactor. Por lo tanto, la influencia del medio de cultivo M-A bajo 
escalamiento a nivel biorreactor fue propicia para incrementar la producción de este 
biopolímero bacteriano. 
 
Palabras clave: Bacillus • biopolímeros • bioprocesos • poli(3-hidroxibutirato) • 









El P3HB es un biopolímero que puede ser producido a escala industrial. Sin 
embargo, para llevar a cabo este proceso es necesario estudiar de manera preliminar el 
comportamiento cinético de las cepas bacterianas bajo condiciones de crecimiento 
óptimas (Braunegg et al. 1995). Este tipo de evaluación facilita el análisis de datos, 
puesto que estos muestran el proceso de formación de los productos de interés a través 
del tiempo de fermentación; en este caso, la generación de biomasa celular y el 
biopolímero. Siendo esencial la información recabada acerca de los rendimientos de 
producción y la bioconversión de los sustratos empleados, los cuales definen la 
capacidad productiva (Divyashree et al. 2009). 
Diferentes estrategias han sido documentadas para la producción de P3HB; ya 
sea, empleando cultivos puros o co-cultivos de cepas nativas o recombinantes y el 
modo operativo del biorreactor (Keshavarz y Roy 2010). Este último puede ser en 
sistema discontinuo (batch), el cual es una modalidad simple de fermentación basada 
en un sistema cerrado que involucra la adición de sustratos al principio y la 
recuperación del producto al final del proceso. Interesantemente, las fermentaciones 
discontinuas han sido ampliamente reportadas como propicias para la investigación de 
la influencia de los nutrientes, condiciones de incubación y la bioconversión de 
sustratos en biomasa celular y P3HB, así como la generación de modelos matemáticos 
predictivos (Kaur 2015). De igual forma se reporta el uso de sistemas alimentados 
(fed-batch) y continuos, los cuales son derivados de los sistemas discontinuos. Dichos 
sistemas pueden incrementar hasta en un 200 % la productividad del P3HB (Możejko-
Ciesielska y Kiewisz 2016). Sin embargo, para poder emplear estas estrategias a nivel 
industrial se necesitan condiciones de operación adecuadas y un buen conocimiento 
del desarrollo de la cepa bacteriana bajo parámetros óptimos, puesto que se pueden 
producir grandes pérdidas (Kaur 2015). 
Con el objetivo de conocer el comportamiento cinético de la cepa bacteriana 
en estudio bajo condiciones de crecimiento que permiten un incremento de biomasa y 
P3HB; en el presente capítulo se evaluaron los parámetros cinéticos y de producción 
que presenta B. cereus 4N bajo la influencia de los medios de cultivo GRPD y 
Martínez-Alemán (M-A) a nivel matraz (0.2, 1.0 L) y biorreactor en sistema 
discontinuo (10 L). 
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2. Material y Métodos 
2.1. Reactivos y sustratos 
Todos los productos químicos de grado analítico utilizados en el presente 
estudio se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals Co. (E.U.A). Mientras que el 
jarabe de agave y la harina de soya utilizados como sustratos fueron obtenidos de 
mercados locales en la ciudad de Monterrey, Nuevo León, México. 
2.2. Cepa bacteriana  
Para el presente estudio se utilizó la cepa bacteriana B. cereus 4N (NCBI-
GenBank: MH404097), la cual fue previamente aislada y caracterizada como 
productora de biopolímeros P3HB en la Universidad Autónoma de Nuevo León, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Instituto de Biotecnología. Esta cepa bacteriana fue 
registrada en la Colección Nacional de Cepas Microbianas (WDC-CDBB-500, 
CINVESTAV, México) con el número de registro CDBB-L-2032 y preservada en una 
solución de esporas a -20 ºC (Harrold et al. 2011). 
2.3. Medios de cultivo empleados 
Los experimentos de fermentación fueron llevados a cabo con los siguientes 
medios de cultivo:  
• GRPD (medio rico en glucosa y deficiente en peptona): Glucosa (15.0 gL-1), 
peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1) (Masood et 
al. 2017). 
• M-A (medio Martínez-Alemán): Jarabe de agave (15.0 gL-1), harina de soya (1.5 
gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1).  
Los medios de cultivo fueron ajustados a pH 6.0 con un potenciómetro 
OrionStar A214 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) y esterilizados a 120 ºC, 15 lbp 
durante 15 min en una autoclave 25x-1 (All American, E. U. A) para cinéticas a nivel 






2.4. Evaluación del crecimiento bacteriano y los parámetros cinéticos y productivos 
2.4.1. Cinéticas a nivel matraz 
Para llevar a cabo las cinéticas de producción a nivel matraz se partió de 
matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 100 mL del medio de cultivo a 
evaluar (pre-inóculo). Posteriormente, se inoculó con 100 µL (108 UFC mL-1) de la 
solución de esporas de B. cereus 4N (previamente reactivada con un choque térmico a 
100 °C durante 1 min) y se incubó en una incubadora MaxQ4000 (Thermo Fisher 
Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 24 horas. Después, 
matraces Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de 200 mL y matraces Erlenmeyer 
de 2000 mL con un volumen de 1000 mL de la misma preparación; se inocularon al 2 
% (vv-1) con el matraz pre-inóculo. Luego, estos matraces de fermentación se 
incubaron con agitación continua en incubadoras MaxQ4000 y MaxQ8000 (Thermo 
Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 96 horas. 
2.4.2. Cinéticas a nivel biorreactor en sistema discontinuo 
Para las cinéticas a nivel biorreactor se empleó un fermentador MF-114 (New 
Brunswick Scientific, R. U) con un tanque de acero de 14 L y diámetro de 0.21 m. Este 
fue equipado con un analizador de pH Ingold 2300 (Mettler Toledo, E. U. A) y una 
chaqueta de acero con 2 impulsores tipo Rushton de 6 paletas con diámetro de 0.07 m 
separados uno de otro a 0.10 m sobre el eje del rotor. Para llevar a cabo los análisis 
correspondientes se empleó un volumen de trabajo de 10 L (equivalente a 0.46 m) del 
medio de cultivo a evaluar (Fig. 7). 
Las cinéticas evaluadas en este nivel se llevaron a cabo en un sistema 
discontinuo. Para realizar estos análisis se partió de un matraz Erlenmeyer de 250 mL 
con un volumen de 100 mL del medio de cultivo a evaluar (pre-inóculo). 
Posteriormente, se inoculó con 100 µL (108 UFC mL-1) de la solución de esporas de 
B. cereus 4N (previamente reactivada con un choque térmico a 100 °C durante 1 min) 
y se incubó con agitación continua en una incubadora MaxQ4000 (Thermo Fisher 
Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 24 horas. Después, un 
matraz Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de 200 mL se inoculó al 2 % (vv-1) con 
el matraz pre-inóculo. Luego, este matraz se incubó con agitación continua en una 
incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 
150 rpm durante 24 horas. Posteriormente, el biorreactor fue inoculado con el volumen 
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de este último matraz (equivalente al 2 % vv-1) bajo condiciones estériles. Los 
experimentos a nivel biorreactor fueron llevados a cabo durante 48 horas de acuerdo 
con los parámetros reportados por Philip et al. (2009), donde se indica la producción 
de P3HB con la cepa B. cereus SPV bajo condiciones de 30 ºC, 250 rpm, presión de 
oxígeno disuelto del 10% y velocidad de aireación de 1 vvm. 
 
Fig. 7. Armado y montaje del biorreactor. a) Armado de chaqueta de acero, b) vaciado del medio de 
cultivo, c) ensamble y ajuste de tanque, d) armado final del tanque y esterilización, e) montaje del tanque 
en consola y f) configuración de condiciones de cultivo en consola. 
El crecimiento bacteriano fue evaluado mediante ensayos espectrofotométricos 
en un espectrofotómetro GENESYS (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) con una 
absorbancia de 620 nm. Una muestra de 2 mL del medio de cultivo estéril y sin inocular 
fue utilizada como blanco para calibrar del equipo. Además, se tomaron muestras 
durante todo el proceso de fermentación para la evaluación de los cambios de pH, la 
determinación de la generación de biomasa celular, producción de P3HB y consumo 
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de fuente de carbono. Este procedimiento fue realizado en todas las cinéticas de 
crecimiento realizadas a nivel matraz y biorreactor. 
2.5. Métodos analíticos  
2.5.1. Extracción de P3HB 
El P3HB producido fue recuperado mediante el protocolo de extracción con 
NaOCl y cloroformo (Hahn et al. 1994). Se colocaron las muestras en botes de 
polipropileno, estos se centrifugaron a 4 °C, 8000 rpm durante 15 min en una 
ultracentrífuga J251 (Beckman Coulter, E.U.A); una vez obtenido el paquete celular 
se le añadieron 15 mL de NaOCl al 10 % (vv-1), se homogenizó y se reposo en un baño 
metabólico DB117615 (Thermoline Scientific, Australia) a 30 °C durante 2 horas. 
Posteriormente se centrifugó, se retiró el sobrenadante y a la pastilla resultante se le 
añadieron 9 mL de una mezcla de metanol, acetona y dietil éter (1:1:1), se volvió a 
centrifugar y al obtener la pastilla se le agregaron 10 mL de cloroformo; el cual se 
llevó a ebullición durante 1 min. El extracto obtenido se colocó en cajas Petri de cristal 
y se dejó secar a 24 °C. 
2.5.2. Cuantificación de biomasa celular  
 A partir de los caldos de fermentación se tomó una muestra de 10 mL de medio 
de cultivo y se distribuyó en 5 microtubos de un volumen de 2 mL (previamente secos 
a 50 °C y pesados). Posteriormente, se centrifugaron a 5,000 rpm durante 15 min en 
una microcentrífuga TM22R (Beckman Coulter, E.U.A), se desechó el sobrenadante, 
se enjuagó con agua destilada estéril y después se almacenaron a 50 °C durante 24 
horas en un horno 07065M (ARSA, México). Pasadas 24 horas se cuantificó su peso 
(Nygaard et al. 2019). 
2.5.3. Evaluación del consumo de fuente de carbono 
De acuerdo con lo reportado por Saqib y Whitney (2011), la determinación del 
consumo de fuente de carbono fue evaluada con el ensayo de azúcares reductores (3,5-
ácido dinitrosalicílico o DNS). Para ello se prepararon 10 g de DNS con 300 g de 
tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle) en 800 mL de NaOH (0.5 N) y se calentó 
para disolver los reactivos. Esta solución se añadió a los sobrenadantes de las muestras 
obtenidas y se calentó a 96 ºC en un baño metabólico DB117615 (Thermoline 
Scientific, Australia) durante 5 min y rápidamente se enfriaron a 2 ºC durante 5 min. 
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La absorbancia de las muestras fue medida en un espectrofotómetro Epoch (BioTek, 
E. U. A) a 540 nm y los datos fueron analizados a través del Software Gen5. 
2.5.4. Cálculo de parámetros cinéticos y de producción  
El cálculo de la velocidad especifica de crecimiento (µ) fue determinado 
mediante la ecuación de regresión no lineal aplicada a la fase exponencial del 
crecimiento (Carlozzi et al. 2020).  
Y = X0 exp
µt  
Mientras que el tiempo de duplicación (Td) fue evaluado como la relación entre el 
logaritmo natural de 2 (0.693) sobre la velocidad especifica de crecimiento (µ) 
(Salazar-Magallon et al. 2015). 




En el caso de los rendimientos de producción estos se determinaron mediante 
las ecuaciones reportadas por Abid et al. (2016), Ghosh et al. (2019) y Pagliano et al. 
(2017) siendo:  




donde Xf es la biomasa final generada (gL-1) a 48 horas de fermentación, X0 la 
biomasa inicial (gL-1) al comienzo de la fermentación, S0 la concentración inicial del 
sustrato (gL-1) y Sf la concentración final del sustrato (gL-1).  




donde Pf es la cantidad de producto generado (gL-1) a 48 horas de fermentación, P0 la 
cantidad inicial de producto, S0 la concentración inicial del sustrato (gL-1) y Sf la 
concentración final del sustrato (gL-1).  




Los cálculos de velocidad de consumo de sustrato, velocidad de generación de 
producto y productividad volumétrica fueron realizados a las 48 horas de acuerdo con 
las ecuaciones reportadas por Ghosh et al. (2019) y Sangkharak et al. (2020).  
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• Velocidad de consumo de sustrato:                         qs =  
Sustrato consumido (gL−1) 
(hra) × Biomasa celular (gL−1)
 
• Velocidad de generación de producto:                       qp =  
P3HB (gL−1) 
(hra) × Biomasa celular (gL−1)
 
• Productividad volumétrica de P3HB:                        Qp =  
P3HB (gL−1) 
Tiempo de cultivo (hra) 
 
2.6. Análisis estadísticos 
Los parámetros cinéticos y de producción calculados entre los medios de 
cultivo empleados a todos los niveles de incubación fueron analizados mediante una 
prueba t de Student, considerando una p ≤ 0.05 como estadísticamente significativa. 
El software SPSSv20 fue usado para realizar este análisis. 
 
3. Resultados  
La Fig. 8 muestra los resultados del crecimiento cinético de B. cereus 4N a 
nivel matraz (0.2 y 1 L) bajo la influencia de los medios de cultivo GRPD y M-A en 
condiciones óptimas de incubación (30 °C, 150 rpm y pH 6). Estos resultados muestran 
un comportamiento similar en ambos volúmenes analizados, presentando un mejor 
desarrollo celular en el medio de cultivo M-A. También, se determinó que en ambos 
medios de cultivo la fase logarítmica abarca hasta las 24 horas de cultivo, después de 
ello el cultivo entra a fase estacionaria donde se observa un incremento en el desarrollo 
celular.  
Otra observación son las diferencias en los cambios de pH que ocurren durante 
el crecimiento de la cepa bacteriana en estudio en ambas formulaciones, puesto que se 
observa que en el medio de cultivo GRPD la cepa bacteriana presenta acidificación 
durante las primeras 6 horas de cultivo y después ocurre un efecto de “rebote”, donde 
el pH del medio de cultivo presenta un aumento de este parámetro. Por otra parte, el 
desarrollo de B. cereus 4N bajo el estímulo del medio de cultivo M-A presenta una 
mayor acidificación durante las primeras 18 horas de cultivo, posterior a ello comienza 
la alcalinización del medio de cultivo. Cabe destacar que esta formulación mantiene 







Fig. 8. Comportamiento cinético de B. cereus 4N a nivel matraz. (a) 0.2 L y (b) 1.0 L. Los datos 





De acuerdo con los datos graficados en la Fig. 9 y Fig. 10 el medio de cultivo 
M-A presenta una mayor generación de biomasa celular y producción de P3HB a nivel 
matraz. Asimismo, como se había observado anteriormente; este medio de cultivo 
permite la generación de mayores condiciones ácidas durante el crecimiento 
bacteriano. También, cabe destacar el comportamiento de la generación de biomasa 
celular en ambos medios de cultivo, ya que como se había determinado previamente 
en el Capítulo 2, esta se incrementa de manera notable a través del tiempo de 
fermentación, teniendo una máxima producción a las 96 horas de incubación. Otro 
aspecto que remarcar es la producción de P3HB, puesto que en ambos medios de 
cultivo se observa que después de las 6 horas de fermentación se presenta un 
incremento en la biosíntesis de este biopolímero, siendo a la hora 48 cuando se obtiene 
la mayor producción y posterior a esta hora se presenta una reducción en la 
concentración de este biopolímero.  
En el caso del consumo de la fuente de carbono se indica una importante 
disminución en la concentración de azúcares reductores después de las 24 horas en el 
medio GRPD y 12 horas en el medio de cultivo M-A (obsérvese que la concentración 
de sustrato llega a ser menor que la de biomasa celular después de las horas indicadas), 
dicho evento genera una menor cantidad de sustrato asimilable para la generación de 
biomasa celular y la biosíntesis de P3HB. Igualmente, se observan diferencias en las 
concentraciones iniciales de las fuentes de carbono suplementadas, puesto que el 
medio de cultivo M-A al ser suplementado con 15 gL-1 de jarabe de agave solo 9.6 gL-
1 son reportados como sustrato inicial. Esto es debido a que este jarabe es un sustrato 
de composición variable que se constituye principalmente por azúcares simples (en su 
mayoría fructosa) y el resto son carbohidratos complejos (FOS) y sólidos en 
suspensión como fibra y ceniza. 
En cuanto a la evaluación de los parámetros cinéticos y de producción 
presentados en la Tabla 8 se observa un mejor desarrollo celular y productividad 
cuando es inoculada en el medio de cultivo M-A a nivel matraz. Dicha formulación 
incrementa la velocidad especifica de crecimiento más de tres veces, disminuye el 
tiempo de duplicación, incrementa la cantidad de biomasa celular y P3HB, aumenta 
los rendimientos de producción y la productividad volumétrica de este biopolímero. 
Sin embargo, la velocidad de consumo del sustrato es menor en esta nueva 





Fig. 9. Evaluación de la producción de biomasa celular (gL-1), P3HB (gL-1), consumo de fuente de 
carbono (gL-1) y cambios en pH a nivel matraz (0.2 L). Los datos graficados corresponden a la media 






Fig. 10. Evaluación de la producción de biomasa celular (gL-1), P3HB (gL-1), consumo de fuente de 
carbono (gL-1) y cambios en pH a nivel matraz (1.0 L). Los datos graficados corresponden a la media 





Tabla 8. Parámetros cinéticos evaluados a partir de las curvas de crecimiento generadas a nivel matraz. 







µ (h-1) 0.21 ± 0.02  0.76 ± 0.03 µ (h-1) 0.26 ± 0.02 0.76 ± 0.04 
Td (h) 2.45 ± 0.25 0.91 ± 0.03 Td (h) 2.60 ± 0.26  0.93 ± 0.05 
Biomasa celular 
(gL-1) 
3.77 ± 0.04 5.28 ± 0.15 
Biomasa celular 
(gL-1) 
3.74 ± 0.07 5.34 ± 0.09 
P3HB (gL-1) 1.38 ± 0.07 2.29 ± 0.06 P3HB (gL-1) 1.36 ± 0.04 2.27 ± 0.04 
Y x/s (gg-1) 0.22 ± 0.02 0.51 ± 0.04 Y x/s (gg-1) 0.23 ± 0.06 0.55 ± 0.04 
Y p/s (gg-1) 0.11 ± 0.01 0.27 ± 0.01 Y p/s (gg-1) 0.11 ± 0.05 0.29 ± 0.02 
Y p/x (gg-1) 0.37 ± 0.02 0.43 ± 0.04 Y p/x (gg-1) 0.36 ± 0.12 0.44 ± 0.01 
qs (gg-1 * h) 0.07 ± 0.01 0.03 ± 0.01 qs (gg-1 * h) 0.07 ± 0.02 0.03 ± 0.02 
qp (gg-1 * h) 0.06 ± 0.01 0.09 ± 0.02 qp (gg-1 * h) 0.07 ± 0.02 0.09 ± 0.01 
Qp (gL-1 * h) 0.03 ± 0.01 0.05 ± 0.01 Qp (gL-1 * h) 0.03 ± 0.02 0.05 ± 0.02 
*Los datos son representados como la media de los parámetros calculados de tres cinéticas de 
crecimiento realizadas por triplicado ± desviación estándar bajo la influencia del medio de cultivo rico 
en glucosa y deficiente en peptona (GRPD) y la formulación diseñada en este estudio compuesta por 
jarabe de agave y harina de soya (M-A). Los datos obtenidos fueron evaluados entre los medios de 
cultivo mediante una prueba t de Student (p ≤ 0.05) (ANEXO VIII). µ: velocidad de crecimiento, Td: 
tiempo de duplicación, Y x/s: rendimiento biomasa sobre sustrato, Y p/s: rendimiento producto sobre 
sustrato, Y p/x: rendimiento producto sobre biomasa, qs: velocidad de consumo de sustrato, qp: 
velocidad de generación de producto y Qp: productividad volumétrica de P3HB.  
 
Las evaluaciones a nivel biorreactor (10 L) en sistema discontinuo indicaron 
un mejor desarrollo celular y una mayor acidificación cuando la cepa bacteriana fue 
incubada en el medio de cultivo M-A. Asimismo, los cambios de pH indican una 
máxima acidificación a las 6 horas de incubación en el medio GRPD, posteriormente 
se presenta un incremento en este parámetro hasta llegar a una condición neutra a las 
48 horas. En cambio, en el medio de cultivo M-A se presentan condiciones ácidas 
durante las primeras 18 horas de cultivo, posterior a ello se produce un incremento del 
pH hasta llegar a una condición ligeramente ácida al término de la fermentación (Fig. 
11). Por lo tanto, el comportamiento bacteriano presentado en el biorreactor es similar 






Fig. 11. Comportamiento cinético de B. cereus 4N a nivel biorreactor. Los datos graficados 
corresponden a la media de tres cinéticas realizadas por triplicado ± desviación estándar. 
 
En cuanto a los datos graficados en la Fig. 12, se muestra un comportamiento 
de generación de biomasa celular y producción de P3HB muy similar a lo presentado 
a nivel matraz; en los cuales, el medio de cultivo M-A presenta mejores condiciones 
para la obtención de estos productos. No obstante, los cálculos determinados a partir 
de las cinéticas de crecimiento obtenidas a nivel biorreactor (Tabla 9) indican que a 
este nivel de incubación se obtiene un aumento en la cantidad de biomasa celular y 
P3HB. Por igual, los rendimientos de producción, la rapidez de generación del 
producto y la productividad volumétrica del biopolímero presentan un incremento; 
sobre todo, cuando la cepa bacteriana B. cereus 4N es incubada en el medio de cultivo 
M-A. Por otra parte, los datos obtenidos sobre las características cinéticas como la 
velocidad de crecimiento, tiempo de duplicación y la velocidad de consumo de sustrato 









Fig. 12. Evaluación de la producción de biomasa celular (gL-1), P3HB (gL-1), consumo de fuente de 
carbono (gL-1) y cambios en pH a nivel biorreactor (10 L) en sistema discontinuo. Los datos graficados 





Tabla 9. Parámetros cinéticos evaluados a partir de las curvas de crecimiento generadas a nivel 





µ (h-1) 0.23 ± 0.07 0.74 ± 0.02 
Td (h) 2.97 ± 0.10 0.93 ± 0.04 
Biomasa celular  
(gL-1) 
5.19 ± 0.16 7.20 ± 0.03 
P3HB (gL-1) 2.24 ± 0.12 4.75 ± 0.07 
Y x/s (gg-1) 0.28 ± 0.01 0.73 ± 0.03 
Y p/s (gg-1) 0.16 ± 0.01 0.60 ± 0.04 
Y p/x (gg-1) 0.44 ± 0.03 0.66 ± 0.09 
qs (gg-1 * h) 0.06 ± 0.01 0.03 ± 0.01 
qp (gg-1 * h) 0.09 ± 0.01 0.14 ± 0.02 
Qp (gL-1 * h) 0.04 ± 0.01 0.10 ± 0.02 
*Los datos son representados como la media de los parámetros calculados de tres cinéticas de 
crecimiento realizadas por triplicado ± desviación estándar bajo la influencia del medio de cultivo rico 
en glucosa y deficiente en peptona (GRPD) y la formulación diseñada en este estudio compuesta por 
jarabe de agave y harina de soya (M-A). Los datos obtenidos fueron evaluados entre los medios de 
cultivo mediante una prueba t de Student (p ≤ 0.05) (ANEXO IX). µ: velocidad de crecimiento, Td: 
tiempo de duplicación, Y x/s: rendimiento biomasa sobre sustrato, Y p/s: rendimiento producto sobre 
sustrato, Y p/x: rendimiento producto sobre biomasa, qs: velocidad de consumo de sustrato, qp: 
velocidad de generación de producto y Qp: productividad volumétrica de P3HB.  
 
4. Discusión 
 La evaluación cinética del desarrollo celular y su comportamiento fisiológico 
a través de un proceso de fermentación es otro de los puntos críticos relacionados a la 
optimización productiva del P3HB. Este tipo de análisis permite posteriores 
modelamientos matemáticos que posibilitan escalamientos a mayores volúmenes y el 
estudio de la producción mediante diferentes modos operativos del biorreactor (Das y 
Grover 2018). En primera instancia, en este estudio se observó que durante el proceso 
de fermentación con el medio de cultivo M-A a nivel matraz y biorreactor se 
produjeron condiciones mayormente ácidas en contraste con el crecimiento 
determinado con el medio de cultivo GRPD. De acuerdo con Aramvash et al. (2015), 
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el consumo de sustratos ricos en fructosa generan una mayor acidez en comparación 
con el consumo de otros carbohidratos. Esto se debe a que durante este proceso 
metabólico se genera una mayor concentración de ácidos orgánicos (especialmente 
ácido acético, ácido láctico y ácido pirúvico) durante las primeras horas de 
fermentación con este azúcar (Owen et al. 1991). Otra característica observada es el 
incremento del pH después de la acidificación (efecto de “rebote”). Dicho proceso 
fisiológico está relacionado al incremento de compuestos ricos en nitrógeno 
(principalmente exo-proteínas), los cuales están involucrados en el metabolismo de los 
sustratos presentes en el medio de cultivo (Kraemer-Schafhalter y Moser 1996).  
Las condiciones de pH observadas durante el crecimiento de B. cereus 4N en 
el medio de cultivo M-A parecen presentar un efecto benéfico sobre la producción de 
biomasa celular y P3HB, puesto que la generación de estos productos es mayor en 
comparación con el medio de cultivo GRPD. De acuerdo con los reportes de Kumar et 
al. (2013) y Mohapatra et al. (2017), la mayor desventaja del género Bacillus es la 
formación de esporas, dicho proceso fisiológico está involucrado en una reducción del 
P3HB acumulado intracelularmente puesto que este proceso está involucrado en un 
alto desgaste energético de la célula bacteriana. Sin embargo, como se había 
mencionado anteriormente en el Capítulo 2, las condiciones ácidas permiten la 
inhibición de este proceso, incluso la reducción en la transcripción y actividad de 
enzimas relacionadas al catabolismo de los gránulos de P3HB. Por lo que se reafirma 
que el medio de cultivo M-A es propicio para la producción de este biopolímero.  
En segunda instancia, las cinéticas realizadas a nivel matraz y biorreactor en 
ambos medios de cultivo permitieron determinar que el P3HB se empieza a producir 
después de las 6 horas, teniendo una máxima producción a las 48 horas de incubación; 
por lo que se puede definir que la biosíntesis de este biopolímero ocurre durante la fase 
logarítmica y su máxima producción ocurre en la fase estacionaria. Cabe señalar que 
esta es una cualidad del género Bacillus, puesto que este género bacteriano pertenece 
a la clase de acumuladores bifásicos; es decir, aquellas bacterias que almacenan P3HB 
en fase logarítmica y estacionaria, dicha característica le permite ser altamente 
productiva de este biopolímero (Aljuraifani et al. 2018). También, en este estudio se 
relaciona la máxima acidez (pH 4.58-5.10) producida a las 6 horas de incubación en 
ambos medios de cultivo con el inicio de la biosíntesis del P3HB. Según los estudios 
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de Valappil et al. (2007), las condiciones sin control de pH son benéficas para la 
producción de P3HB con cepas de Bacillus cereus, puesto que el inicio de la 
acumulación intracelular de este biopolímero inicia bajo condiciones altamente ácidas 
(pH 5.0) que activan a los factores de transcripción σN o σ54, los cuales permiten la 
transcripción de las enzimas relacionadas a la ruta biosintética de los PHAs. Incluso 
se indica que en el caso de mantener el pH estable durante todo el proceso de 
fermentación se propicia la disminución de la actividad de estos factores 
transcripcionales y por ende, se reduce la biosíntesis de este biopolímero (Philip et al. 
2009). 
En cuanto a los parámetros cinéticos, las cantidades de producto (biomasa y 
biopolímero), rendimientos de producción y productividad; son mejores con el medio 
de cultivo M-A, esto en comparación con los parámetros obtenidos con el medio de 
cultivo GRPD. Sin embargo, la rapidez de consumo de sustrato fue mayor en el medio 
de cultivo GRPD. Este efecto se debe a que la glucosa como fuente de carbono es 
rápidamente captada hacia su metabolismo debido a la estructura bioquímica de este 
carbohidrato, dado que aparte de ser considerada como la fuente de carbono más 
simple consumida por diversos microorganismos, el grupo aldehído presente en su 
estructura permite una más fácil captación (Sakthiselvan y Madhumathi 2019). 
Asimismo, la rapidez del consumo de este sustrato se puede relacionar con el rápido 
aumento de pH presentado anteriormente, puesto que este es indicativo de un aumento 
en la presencia de exo-proteínas relacionadas a la adaptación de la bacteria al cultivo 
y la oxidación de compuestos (Madeira et al. 2015).  
En relación con el nivel de cultivo, la cepa bacteriana empleada presentó una 
mayor generación de productos (biomasa y biopolímero), rendimientos de producción 
y productividad volumétrica a nivel biorreactor (especialmente en el medio de cultivo 
M-A), conservando los mismos parámetros cinéticos. Uno de los fatores que se 
adicionaron en esta evaluación, es el efecto de la velocidad de aireación (1 vvm) y la 
velocidad de las propelas (250 rpm); este último considerado bajo porque la 
distribución del oxígeno disuelto no es completa en todo el volumen del medio de 
cultivo, lo cual afecta la distribución de este sustrato. En estudios previos se reporta 
que estas variables son importantes, ya que se informa que las cepas de Bacillus cereus 
presentan un mejor desarrollo celular y acumulación de P3HB bajo la influencia de 
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niveles bajos de oxigenación, dichos parámetros propician una condición de equilibrio 
ideal; puesto que permiten una tasa de crecimiento balanceada donde los recursos son 
destinados hacia el crecimiento celular y la producción de biopolímero (Philip et al. 
2009).  
Por su parte, la máxima producción obtenida a nivel biorreactor con B. cereus 
4N y el medio de cultivo M-A es competente con los datos informados en reportes 
actuales (Tabla 10). Incluso, la producción obtenida es equiparable con la reportada 
con B. megaterium BA-019, una cepa bacteriana considerada como competente a nivel 
industrial (Kulpreecha et al. 2009). Otro aspecto que considerar es la rapidez con la 
que las cepas bacterianas del género Bacillus presentan una máxima biosíntesis de 
P3HB, lo cual ocasiona un aumento en la productividad de este biopolímero. Por lo 
tanto, este género bacteriano es adecuado para el escalamiento de este bioproceso a 
nivel industrial. 
Tabla 10. Resumen comparativo de cepas bacterianas productoras de P3HB. 
Parámetro 
B. cereus  
4N 




























(NH4)2SO4 Triptona (NH4)2HPO4 (NH4)2SO4 Urea 








7.20 3.53 3.80 4.24 11.03 8.78 
PHB  
(gL-1) 
4.75 1.42 2.20 2.07 2.67 5.41 
Y x/s  
(gg-1) 
0.73 - - 0.45 0.25 - 
Y p/s  
(gg-1) 
0.60 - - - 0.10 - 
Y p/x  
(gg-1) 
0.66 0.40 0.58 0.48 0.24 0.62 
Qp  
(gL-1 * h) 
0.10 - 0.04 0.02 - - 
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CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA DEL BIOPOLÍMERO 




El P3HB es un biopolímero que cada vez atrae más la atención en investigación 
e industria debido a sus propiedades fisicoquímicas muy similares a la de los plásticos 
de origen sintético. Por lo que su campo de empleo es cada vez mayor en diversos 
sectores del desarrollo humano. Pero, antes de dar una utilidad es necesario 
caracterizar fisicoquímicamente este biomaterial. Por esta razón, el presente capítulo 
se centró en caracterizar mediante espectroscopía de infrarrojo por transformada de 
Fourier (FTIR), resonancia magnética nuclear de protones (1H-RMN), calorimetría 
diferencial de barrido (DSC), difracción de rayos X (XRD) y microscopía electrónica 
de barrido (SEM) el biopolímero producido por B. cereus 4N bajo condiciones óptimas 
de cultivo. Los resultados demuestran que el biopolímero extraído es P3HB sin 
cambios químicos y estructurales, el cual presenta un bajo grado e índice de 
cristalinidad, menor tamaño de cristal, potencial biodegradable y exhibe una estructura 
porosa e irregular en su superficie. Por lo tanto, dichas cualidades lo hacen un 
biomaterial propicio para su empleo en diversos sectores del desarrollo humano. 
 
Palabras clave: Bacillus • bioplásticos • cristalinidad • termorresistencia • 









El P3HB es un biopolímero que presenta propiedades fisicoquímicas 
particulares; tales como biodegradabilidad, biocompatibilidad, termoresistencia y 
aspectos mecánicos que lo hacen adecuado para la manufactura de diversos utensilios 
y productos destinados al sector agrícola, industrial y médico (Możejko-Ciesielska y 
Kiewisz 2016).  
En agricultura, este biopolímero es empleado para la síntesis de películas 
protectoras de semillas, redes agrícolas para la protección de cultivos ante plagas e 
inclemencias del clima, bolsas de cultivo para la cría de plántulas, material 
compostable para incrementar la fijación de nitrógeno en suelo y la formulación de 
pesticidas de acción prolongada (Amelia et al. 2019). A nivel industrial, este 
biomaterial ha sido considerado para la síntesis de empaques biodegradables, 
contenedores y botellas, coberturas para papel y cartón, fibras para la manufactura de 
cables y cuerdas, así como la producción de accesorios para la industria electrónica 
(Masood et al. 2015; Możejko-Ciesielska y Kiewisz 2016). Mientras que, en medicina 
el P3HB ha llamado la atención debido a sus características biocompatibles que lo 
hacen apto para la elaboración de diversos utensilios médicos. Dentro de esta rama se 
encuentra la síntesis de materiales para ingeniería de tejidos, la producción de 
implantes y la fabricación de conductos. Asimismo, se reporta que este biopolímero 
ha sido empleado para la síntesis de fármacos de liberación controlada (Koller 2018). 
La ventaja en este aspecto es que el P3HB no produce carcinogénesis al estar 
incrustado en tejido vivo durante largos periodos de tratamiento (Junyu et al. 2018). 
Sin embargo, para poder dar una aplicación al P3HB producido es necesario realizar 
una serie de estudios composicionales, estructurales, térmicos, cristalinos y 
morfológicos (Tan et al. 2014).  
Por esta razón, el presente capítulo se centró en evaluar las propiedades del 
biopolímero producido por B. cereus 4N bajo la influencia de los medios de cultivo 
GRPD y M-A con parámetros óptimos de incubación; mediante análisis de 
espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), resonancia 
magnética nuclear de protones (1H-RMN), calorimetría diferencial de barrido (DSC), 




2. Material y Métodos 
2.1. Reactivos y sustratos 
Los productos químicos de grado analítico utilizados en el presente estudio se 
obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals Co. (E.U.A). Mientras que el jarabe de agave 
y la harina de soya utilizados como sustratos fueron obtenidos de mercados locales en 
la ciudad de Monterrey, Nuevo León, México. 
2.2. Cepa bacteriana  
Para el presente estudio se utilizó la cepa bacteriana B. cereus 4N (NCBI-
GenBank: MH404097), la cual fue previamente aislada y caracterizada como 
productora de biopolímeros P3HB en la Universidad Autónoma de Nuevo León, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Instituto de Biotecnología. Esta cepa bacteriana fue 
registrada en la Colección Nacional de Cepas Microbianas (WDC-CDBB-500, 
CINVESTAV, México) con el número de registro CDBB-L-2032 y preservada en una 
solución de esporas a -20 ºC (Harrold et al. 2011). 
2.3. Medios de cultivo y condiciones de fermentación 
Los experimentos de fermentación fueron llevados a cabo con los siguientes 
medios de cultivo:  
• GRPD (medio rico en glucosa y deficiente en peptona): Glucosa (15.0 gL-1), 
peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1) (Masood et 
al. 2017). 
• M-A (medio Martínez-Alemán): Jarabe de agave (15.0 gL-1), harina de soya (1.5 
gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1).  
Los medios de cultivo fueron ajustados a pH 6.0 con un potenciómetro 
OrionStar A214 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) y esterilizados a 120 ºC, 15 lbp 
durante 15 min en una autoclave 25x-1 (All American, E. U. A).  
Los experimentos de fermentación se realizaron partiendo de matraces 
Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 100 mL de la preparación a evaluar (pre-
inóculo). Posteriormente, esta fue inoculada con 100 µL (108 UFC mL-1) de la solución 
de esporas de B. cereus 4N (previamente reactivada con un choque térmico a 100 °C 
durante 1 min) y fue incubada con agitación continua en una incubadora MaxQ4000 
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(Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 24 horas. 
Después, matraces Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de 200 mL de la misma 
preparación; se inocularon al 2 % (vv-1) con el pre-inóculo fermentado durante 24 
horas. Luego, estos matraces de fermentación se incubaron con agitación continua en 
una incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 
°C, 150 rpm durante 48 horas. 
2.3.1. Extracción de P3HB 
El P3HB producido fue recuperado mediante el protocolo de extracción 
tradicional con NaOCl y cloroformo (Hahn et al. 1994). Para esto se colocaron las 
muestras en botes de polipropileno y se centrifugaron a 4 °C, 8000 rpm durante 15 min 
en una ultracentrífuga J251 (Beckman Coulter, E.U.A), una vez obtenido el paquete 
celular se le añadieron 15 mL de NaOCl al 10 % (vv-1), se homogenizó y se dejó 
reposar en un baño metabólico DB117615 (Thermoline Scientific, Australia) a 30 °C 
durante 2 horas. Posteriormente se centrifugó, se retiró el sobrenadante y a la pastilla 
resultante se le añadieron 9 mL de una mezcla de metanol, acetona y dietil éter (1:1:1), 
se volvió a centrifugar y al obtener la pastilla se le agregaron 10 mL de cloroformo, el 
cual se llevó a ebullición durante 1 min. El extracto obtenido se colocó en cajas Petri 
de cristal y se dejó secar a 24 °C. 
2.4. Caracterización del biopolímero extraído 
Para los análisis de caracterización llevados a cabo por FTIR, 1H-RMN, DSC 
y XRD se empleó una muestra de P3HB comercial (Sigma-Aldrich, E. U. A) como 
control. 
2.4.1. FTIR 
Los grupos funcionales del biopolímero obtenido fueron analizados por 
espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) mediante un 
espectrofotómetro FTIR Nicolet iS20 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) escaneando 
en un rango de 500-3500 cm-1, con un barrido de 64 escaneos por muestra y una 







Las propiedades estructurales fueron medidas mediante resonancia magnética 
nuclear de protones (1H-RMN) empleando un espectrofotómetro Eft-90 (Anasazi 
Instruments, E. U. A). Se empleo el cloroformo deuterado (CDCl3) como solvente y 
tetrametilsilano (TMS) como referencia. Para este análisis una muestra de 20 mg fue 
disuelta en 0.5 mL de CDCl3 y fue analizada a 90 MHz y temperatura de 25 ºC. Los 
cambios químicos son presentados en la escala δ (ppm) y las multiplicidades son 
indicadas como: s (singlete), d (duplete), t (triplete), q (cuadruplete) y m (multiplete).   
2.4.3. DSC 
Las propiedades térmicas del biopolímero fueron analizadas por calorimetría 
diferencial de barrido (DSC) empleando el calorímetro Q2000 (TA Instruments, E. U. 
A). Muestras de 2-3 mg fueron colocadas en placas de aluminio herméticas y evaluadas 
en un rango de 25-300 ºC, con una velocidad de calentamiento de 5 ºC min-1. Las 
propiedades térmicas evaluadas fueron Tm (temperatura de fusión), ΔHm (entalpía de 
fusión), Tc (temperatura de cristalización), Td (temperatura de degradación) y Xc (grado 
de cristalinidad). Los termogramas obtenidos y las propiedades térmicas fueron 
analizadas con el software TA Universal.  
El grado de cristalinidad (Xc) fue calculado como la relación entre la entalpía 
de fusión obtenida (ΔHm) sobre la entalpía de fusión reportada para P3HB 100% 
cristalino (ΔH0): 146 Jg
-1 (Oliveira et al. 2007).  
Xc =  [
(Δ𝐻𝑚)
(Δ𝐻0) 
] ∗ 100 
2.4.4. XRD 
La naturaleza cristalina del biopolímero extraído fue evaluada mediante 
difracción de rayos X (XRD) empleando el difractómetro Miniflex 600 (RIGAKU, 
Japón) con una base de Cu Kα (40 kV, 40 mA). Cada escaneo fue realizado en un 
rango de 10-40 ºC (ángulo 2-Theta), con velocidades de 3º min-1. La función Gaussiana 
fue utilizada para normalizar los picos obtenidos y los difractogramas fueron 




El índice de cristalinidad (CrIP3HB) y el tamaño del cristal (Dhkl) fueron 
calculados con las fórmulas reportadas por Salgaonkar y Bragança (2017) y Wei et al. 
(2015).  
• Índice de cristalinidad:                                                        CrIP3HB = [
(I17)
(ITotal)
] ∗ 100     
donde I17 es la intensidad del pico cercano a 2-Theta = 17 º e ITotal es la suma de las 
intensidades de todos los picos característicos del P3HB. 




donde K es la constante de la forma del cristal (0.94), λ es la longitud de onda de la 
radiación de Cu Kα (0.1542 nm), β1/2 es la máxima anchura a mitad de longitud 
(FWHM) y θ es el ángulo de Bragg del plano (020).  
2.4.5. SEM 
 Las características superficiales del biopolímero extraído fueron analizadas 
mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) empleando un microscopio 
SU8020 (HITACHI, Japón) con un voltaje de 5 kV, un flujo de electrones de 4.7 µA 















La Fig. 13 muestra similitud entre los espectros (FTIR y 1H-RMN) de la 
muestra control y los biopolímeros producidos por B. cereus 4N bajo la influencia de 
los medios de cultivo evaluados.  
 
Fig. 13. Espectros FTIR (izquierda) y 1H-RMN (derecha). (a) P3HB comercial (Sigma-Aldrich), (b) 
biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio de cultivo GRPD y (c) biopolímero producido por 




La información presentada en la Tabla 11 muestra los principales enlaces y 
compuestos químicos presentes, señalando una composición y estructura química 
similar entre el P3HB comercial y el biopolímero obtenido. 
Tabla 11. Picos espectrales obtenidos por FTIR y 1H-RMN. 








2982 2981  2982  Grupos CH3 y CH2 
2360 2365  2365  Enlaces O-H 
1725 1720  1720  Enlaces C=O 
1468 1460  1465  
Deformaciones asimétricas 
CH3 

















1.24, 1.25  
(d) 
Grupos CH3 
2.23, 2.47, 2.49, 
2.52. 2.58  
(m) 









4.81, 4.83, 4.88 
(t) 
Grupos CH 
*Multiplicidades de los espectros 1H-RMN son indicadas como: s (singlete), d (duplete), t (triplete), q 
(cuadruplete) y m (multiplete).   
Por su parte, los termogramas obtenidos por DSC (Fig. 14) muestran un 
comportamiento similar entre las muestras evaluadas, donde la primera curva 
representa un cambio en el estado físico y la segunda curva señala la desnaturalización 
completa de la muestra. Sin embargo, las propiedades térmicas analizadas en la Tabla 
12 muestran diferencias térmicas y cristalinas entre los biopolímeros; siendo la 
muestra control aquella que presenta la mayor termoresistencia y cristalinidad, 
mientras que el biopolímero producido por B. cereus 4N bajo la influencia de los 






Fig. 14. Termogramas DSC. (a) P3HB comercial (Sigma-Aldrich), (b) biopolímero producido por B. 
cereus 4N en el medio de cultivo GRPD y (c) biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio de 
cultivo M-A. 















177.41 85.45 165.99 277.28 58.52 
P3HB  
(GRPD) 
164.01 37.50 155.76 240.73 25.68 
P3HB  
(M-A) 
167.37  35.75  158.43  242.28  24.49  
*Tm: Temperatura de fusión, ΔHm: Entalpía de fusión, Tc: Temperatura de cristalización, Td: 
Temperatura de degradación y Xc: Grado de cristalinidad. 
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En el caso de los difractogramas obtenidos por XRD (Fig. 15) se muestra la 
presencia de 6 picos representados con su respectivo plano, los cuales indican la región 
cristalina del biopolímero; siendo la muestra control la que presenta una mayor 
intensidad. Asimismo, las propiedades cristalinas presentadas en la Tabla 13 indican 
un mayor índice cristalino y tamaño de cristal en la muestra control mientras que el 
biopolímero producido por B. cereus 4N bajo la influencia de los medios de cultivo 
evaluados presenta propiedades cristalinas menores.   
 
Fig. 15. Difractogramas XRD. (a) P3HB comercial (Sigma-Aldrich), (b) biopolímero producido por B. 




Tabla 13. Propiedades cristalinas obtenidas por XRD. 
Propiedades cristalinas 
Muestra 2-Theta e Intensidad (a.u.) CrIP3HB 















































*CrIP3HB: Índice de cristalinidad y Dhkl (020): Tamaño de cristal determinado en dirección 
perpendicular del plano (020). 
 
Por su parte, los análisis morfológicos llevados a cabo por microscopía SEM 
muestran que la superficie de los biopolímeros producidos por B. cereus 4N bajo la 
influencia de los medios de cultivo GRPD y M-A presentan una superficie agrietada y 
porosa (Fig. 16).  
 
Fig. 16. Microscopia SEM. (a) biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio de cultivo GRPD 











Los espectros FTIR evaluados en este capítulo coinciden con lo reportado por 
Evangeline y Sridharan (2019), quienes informan que el biopolímero producido por 
Bacillus cereus VIT-SSR1 presenta bandas en 2985 cm-1, las cuales refieren a la 
presencia de grupos CH3 y CH2 e interacciones mediante enlaces alcanos. Asimismo, 
las bandas a la longitud de 2365 cm-1 indican la presencia de enlaces O-H, las bandas 
intensas presentadas en 1724 cm-1 refieren la presencia de enlaces éster carbonilo, las 
bandas en 1425 cm-1 señalan deformaciones de los grupos CH3 y la huella dactilar 
presente en la región de 1055-1250 cm-1 representa las regiones cristalinas (C-C-O) y 
amorfas (C-O-C). De igual forma, el reporte de Masood et al. (2012) indica el espectro 
del biopolímero producido por Bacillus cereus FA11, el cual señala la presencia de 
bandas en 2950 cm-1 que significan la presencia de grupos CH3 en modo simétrico y 
CH2 en modo asimétrico. Así como una banda sobresaliente en 1720 cm
-1, la cual 
corresponde a los enlaces éster carbonilo, aseverándose que la existencia de esta banda 
por debajo de 1730 cm-1 refiere a la naturaleza cristalina de homopolímeros de cadena 
corta. En el caso de los espectros obtenidos por 1H-RMN se indica la presencia de 
picos dobletes entre 1.23 y 1.29 los cuales indican la presencia del grupo metilo (–
CH3), picos multipletes entre 2.39 y 2.58 que refieren a los grupos metileno (–CH2) y 
picos dobletes y tripletes entre 4.88 y 5.25 que apuntan la presencia del grupo metino 
(–CH) (Pradhan et al. 2017). Por lo tanto, los espectros de FTIR y 1H-RMN indican 
que el biopolímero obtenido es un homopolímero de P3HB sin cambios estructurales.  
En cuanto a las propiedades térmicas del P3HB extraído de B. cereus 4N bajo 
la influencia de los medios de cultivo GRPD y M-A son similares a las reportadas por 
Arumugam et al. (2019), quienes informan que el P3HB producido por Cupriavidus 
necator presenta Tm de 166.9 ºC y Tc de 155.5 ºC. Así como a las propiedades térmicas 
reportadas por Pradhan et al. (2018), quienes informan que el P3HB producido por 
Bacillus megaterium presenta ΔHm de 33 J g
-1 y Xc de 23 %. Sin embargo, al contrastar 
los resultados obtenidos con la muestra control, estos presentan una menor 
termoresistencia y baja cristalinidad. Aunque es reportado que una baja condición de 
estas propiedades representa una ventana de oportunidades; debido a que el 
biopolímero obtenido puede ser moldeado y extruido con mayor facilidad para la 
generación de accesorios médicos (Özgören et al. 2018).  
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Los difractogramas XRD del P3HB producido en este estudio muestra la 
presencia de 6 picos cristalinos cercanos a los ángulos 13º (020), 17º (110), 20º (101), 
22º (111), 25º (121) y 27º (040), los cuales han sido reportados como un patrón 
característico de los biopolímeros tipo P3HB (Babruwad et al. 2015). Estos picos 
hacen referencia a los cristales ortorrómbicos del P3HB (020 y 110), los cristales α-
P3HB (101 y 111) y las regiones cristalinas del biopolímero (121 y 040) (Pradhan et 
al. 2018; Wei et al. 2015). Asimismo, los índices de cristalinidad confirman el bajo 
grado de cristalinidad que presenta el P3HB obtenido en este estudio en contraste con 
el control. Dichos índices son menores a lo reportado por Özgören et al. (2018), 
quienes informan que Bacillus marmarensis produce P3HB con un índice de 
cristalinidad del 56 %. Cabe destacar que este mismo autor remarca al índice de 
cristalinidad como un parámetro que representa la capacidad biodegradable del P3HB; 
ya que un menor índice se correlaciona a una mayor biodegradabilidad, esto debido a 
que se requiere un menor esfuerzo energético para romper la molécula polimérica. Por 
lo tanto, el biopolímero obtenido en este estudio es apto para la producción de plásticos 
biodegradables. 
Otra característica evaluada es el tamaño del cristal, ya que el biopolímero 
obtenido es hasta 7.4 nm menor comparado con el de la muestra control, aunque es 
reportado por Salgaonkar y Bragança (2017) que los cristales de P3HB pueden llegar 
a medir hasta 22.3 nm; pero estas características, al igual que las propiedades 
estructurales, térmicas, cristalinas y morfológicas, pueden variar de acuerdo con la 
cepa bacteriana empleada, los sustratos usados en el medio de cultivo y el protocolo 
de extracción.  
En cuanto a la morfología superficial de las biopelículas de P3HB producido 
por B. cereus 4N bajo la influencia de los medios de cultivo evaluados, es similar a lo 
reportado por Bian et al. (2012), quienes informan que las películas producidas por 
Bacillus cereus BMH presentan poros y grietas irregulares que lo hacen un soporte 
adecuado para la adhesión y el crecimiento celular en cuestiones de ingeniería de 
tejidos. Por ende, el P3HB producido por la cepa bacteriana B. cereus 4N bajo 
condiciones óptimas de cultivo presenta propiedades como un bajo grado e índice de 
cristalinidad, potencial biodegradable y morfología propicia para el desarrollo de 
tejidos. Por lo que este biopolímero puede ser considerado como un biomaterial 




EVALUACIÓN DE UN PROTOCOLO ASISTIDO POR 




La eficiencia en la producción de P3HB también depende del protocolo de 
extracción que se utilice. Diversos tipos de extracción que emplean agentes químicos, 
físicos y biológicos han sido reportados en la literatura. Sin embargo, los que más han 
destacado son los que utilizan la irradiación con ultrasonido, ya que estos reducen el 
uso de solventes orgánicos y mejoran las características del P3HB. Por esta razón, el 
presente capítulo se enfocó en comparar el protocolo tradicional de extracción NaOCl-
Cloroformo y una nueva propuesta denominada como US & SFE. Este último 
protocolo permitió una eficiente recuperación de biopolímero y mejoró las 
propiedades térmicas, cristalinas y morfológicas del P3HB obtenido. También, en este 
estudio se observó que al emplear agavinas como una nueva fuente de carbono se 
obtiene P3HB con mejor estabilidad física; el cual no presenta diferencias en las 
propiedades evaluadas al ser extraído por ambos protocolos de extracción. 
 











Actualmente, debido a la importancia que el P3HB ha tenido como un 
biomaterial de interés en diversas áreas del desarrollo humano, la investigación en 
torno a este biopolímero (aparte de enfocarse en el proceso de fermentación) se ha 
dirigido a los protocolos de extracción (Kourmentza et al. 2017). Los procesos de 
“extracción verde”, aquellos que implican un menor uso de solventes orgánicos e 
incluso, la sustitución de estos por otros productos renovables han sido tendencia en 
estos últimos años (Chemat et al. 2012). Diversos tipos de extracción han sido 
reportados en la literatura, siendo el más común el protocolo de extracción tradicional 
reportado por Hahn et al. (1994), el cual se basa en la digestión celular con NaOCl y 
la suspensión del biopolímero en cloroformo. Sin embargo, este protocolo de 
extracción es tardado e implica el uso de altas cantidades de solventes orgánicos lo 
cual repercute en la sustentabilidad ecológica del proceso y el precio final del producto 
(Tan et al. 2014). 
Distintas alternativas al protocolo tradicional de NaOCl y cloroformo han sido 
propuestas; entre estas, el uso de enzimas para la disrupción celular, el empleo de 
insectos y otros agentes biológicos para digerir biomasa bacteriana, la sustitución de 
solventes halogenados por agentes surfactantes y el uso de fluidos supercríticos. No 
obstante, todos estos procesos afectan la pureza del biopolímero recuperado, son 
operacionalmente lentos y difíciles de reproducir, siguen teniendo cierto grado de 
toxicidad y son costosos al emplearse a mayor escala (Pérez-Rivero et al. 2019). Por 
otra parte, el ultrasonido ha sido considerado como un proceso eficiente para la 
extracción de P3HB; puesto que reduce costos, permite altos rendimientos de 
recuperación y es considerado ecológico, ya que disminuye el uso de solventes (Ishak 
et al. 2016; Martínez-Herrera et al. 2020; Pradhan et al. 2017, 2018).  
Por esta razón, el presente capítulo se enfocó en evaluar el uso de un nuevo 
protocolo de extracción asistido por el baño de ultrasonido para extraer el P3HB 
producido por B. cereus 4N bajo distintos parámetros nutricionales. Asimismo, el 
P3HB extraído fue analizado por espectroscopía de infrarrojo por transformada de 
Fourier (FTIR), resonancia magnética nuclear de protones (1H-RMN), calorimetría 
diferencial de barrido (DSC), difracción de rayos X (XRD) y microscopía electrónica 
de barrido (SEM). 
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2. Material y Métodos 
2.1. Reactivos y sustratos 
Los productos químicos de grado analítico utilizados en el presente estudio se 
obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals Co. (E.U.A). El jarabe de agave y la harina 
de soya empleados como sustratos fueron obtenidos de mercados locales en la ciudad 
de Monterrey, Nuevo León, México y las agavinas fueron obtenidas de mercados 
locales en la ciudad de Zapopan, Jalisco, México. 
2.2. Cepa bacteriana  
Para el presente estudio se utilizó la cepa bacteriana B. cereus 4N (NCBI-
GenBank: MH404097), la cual fue previamente aislada y caracterizada como 
productora de biopolímeros P3HB en la Universidad Autónoma de Nuevo León, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Instituto de Biotecnología. Esta cepa bacteriana fue 
registrada en la Colección Nacional de Cepas Microbianas (WDC-CDBB-500, 
CINVESTAV, México) con el número de registro CDBB-L-2032 y preservada en una 
solución de esporas a -20 ºC (Harrold et al. 2011). 
2.3. Medios de cultivo, producción de P3HB y protocolos de extracción 
Los experimentos de fermentación fueron llevados a cabo con los siguientes 
medios de cultivo:  
• GRPD (medio rico en glucosa y deficiente en peptona): Glucosa (15.0 gL-1), 
peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1) (Masood et 
al. 2017). 
• M-A (medio Martínez-Alemán): Jarabe de agave (15.0 gL-1), harina de soya (1.5 
gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1).  
• Medio Agavinas: agavinas (15.0 gL-1), peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura 
(2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1).  
Los medios de cultivo fueron ajustados a pH 6.0 con un potenciómetro 
OrionStar A214 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) y esterilizados a 120 ºC, 15 lbp 
durante 15 min en una autoclave 25x-1 (All American, E. U. A). 
Los procesos de fermentación fueron llevados a cabo partiendo de matraces 
Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 100 mL de la preparación a evaluar (pre-
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inóculo). Posteriormente, esta fue inoculada con 100 µL (108 UFC mL-1) de la solución 
de esporas de B. cereus 4N (previamente reactivada con un choque térmico a 100 °C 
durante 1 min) y fue incubada con agitación continua en una incubadora MaxQ4000 
(Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 24 horas. 
Después matraces Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de 200 mL de la misma 
preparación; se inocularon al 2 % (vv-1) con el pre-inóculo fermentado durante 24 
horas. Luego, estos matraces de fermentación se incubaron con agitación continua en 
una incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 
°C, 150 rpm durante 48 horas. 
2.3.1. Extracción de P3HB 
El P3HB producido fue recuperado mediante dos protocolos de extracción:  
• NaOCl-Cloroformo (Hahn et al. 1994): Se colocaron las muestras en botes de 
polipropileno, estos se centrifugaron a 4 °C, 8000 rpm durante 15 min en una 
ultracentrífuga J251 (Beckman Coulter, E.U.A); una vez obtenido el paquete 
celular se le añadieron 15 mL de NaOCl al 10 % (vv-1), se homogenizo y se reposo 
en un baño metabólico DB117615 (Thermoline Scientific, Australia) a 30 °C 
durante 2 horas. Posteriormente se centrifugo, se retiró el sobrenadante y a la 
pastilla resultante se le añadieron 9 mL de una mezcla de metanol, acetona y dietil 
éter (1:1:1), se volvió a centrifugar y al obtener la pastilla se le añadieron 10 mL 
de cloroformo; el cual se llevó a ebullición durante 1 min. El extracto obtenido se 
colocó en cajas Petri de cristal y se dejó secar a 24 °C. 
 
• US & SFE (Método de extracción con ultrasonido y libre se solventes): Se 
colocaron las muestras en botes de polipropileno, estos se centrifugaron a 4 °C, 
8000 rpm durante 15 min en una ultracentrífuga J251 (Beckman Coulter, E.U.A); 
una vez obtenido el paquete celular se le añadieron 15 mL de NaOCl al 10 % (vv-
1), se homogenizo y se reposo a 20 ºC durante 30 min en un baño de ultrasonido 
5510R-MT (Branson, E.U.A) con una potencia de 42 kHz y 132 W. La materia 
digerida fue centrifugada, lavada con agua destilada y centrifugada de nuevo. 
Posteriormente, a la pastilla obtenida se le añadieron 10 mL de cloroformo; el cual 
se llevó a ebullición durante 1 min. El extracto obtenido se colocó en cajas Petri 
de cristal y se dejó secar a 24 °C. 
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2.3.2. Cuantificación de biomasa celular y porcentaje de acumulación de P3HB 
(%P3HB) 
A partir de los caldos de fermentación se tomaron muestras de 10 mL de medio 
de cultivo y se distribuyeron en 5 microtubos de un volumen de 2 mL (previamente 
secos a 50 °C y pesados). Posteriormente, los microtubos fueron centrifugados a 5,000 
rpm durante 15 min en una microcentrífuga TM22R (Beckman Coulter, E.U.A), se 
desechó el sobrenadante, se enjuagó con agua destilada estéril y después se 
almacenaron a 50 °C durante 24 horas en un horno 07065M (ARSA, México). Pasadas 
24 horas se cuantifico su peso (Nygaard et al. 2019).  
El cálculo del porcentaje de acumulación de P3HB (%P3HB) fue determinado 
como la relación existente entre la cantidad de P3HB producido sobre la cantidad de 
biomasa celular generada (Pagliano et al. 2017), mediante la siguiente fórmula:  
%P3HB =  [
P3HB (gL−1)
Biomasa celular (gL−1)
] ∗ 100 
2.4. Caracterización del biopolímero extraído  
2.4.1. FTIR 
Los grupos funcionales de los extractos poliméricos obtenido fueron analizados 
por espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) mediante un 
espectrofotómetro FTIR Nicolet iS20 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) escaneando 
en un rango de 500-3500 cm-1, con un barrido de 64 escaneos por muestra y una 
resolución de 4 cm-1. Los espectros obtenidos fueron analizados con el software 
OMNICv9.0. 
2.4.2. 1H-RMN 
Las propiedades estructurales fueron medidas mediante resonancia magnética 
nuclear de protones (1H-RMN) empleando un espectrofotómetro Eft-90 (Anasazi 
Instruments, E. U. A). Se empleo el cloroformo deuterado (CDCl3) como solvente y 
tetrametilsilano (TMS) como referencia. Para este análisis una muestra de 20 mg fue 
disuelta en 0.5 mL de CDCl3 y fue analizada a 90 MHz y temperatura de 25 ºC. Los 
cambios químicos son presentados en la escala δ (ppm) y las multiplicidades son 




Las propiedades térmicas de los biopolímeros obtenidos fueron analizadas por 
calorimetría diferencial de barrido (DSC) empleando el calorímetro Q2000 (TA 
Instruments, E. U. A). Muestras de 2-3 mg fueron colocadas en placas de aluminio 
herméticas y evaluadas en un rango de 25-300 ºC, con una velocidad de calentamiento 
de 5 ºC min-1. Las propiedades térmicas evaluadas fueron Tm (temperatura de fusión), 
ΔHm (entalpía de fusión), Tc (temperatura de cristalización), Td (temperatura de 
degradación) y Xc (grado de cristalinidad). Los termogramas obtenidos y las 
propiedades térmicas fueron analizadas con el software TA Universal.  
El grado de cristalinidad (Xc) fue calculado como la relación entre la entalpía 
de fusión obtenida (ΔHm) sobre la entalpía de fusión reportada para P3HB 100% 
cristalino (ΔH0): 146 Jg
-1 (Oliveira et al. 2007).  
Xc =  [
(Δ𝐻𝑚)
(Δ𝐻0) 
] ∗ 100 
2.4.4. XRD 
La naturaleza cristalina de los extractos obtenidos fue evaluada mediante 
difracción de rayos X (XRD) empleando el difractómetro Miniflex 600 (RIGAKU, 
Japón) con una base de Cu Kα (40 kV, 40 mA). Cada escaneo fue realizado en un 
rango de 10-40 ºC (ángulo 2-Theta), con velocidades de 3º min-1. La función Gaussiana 
fue utilizada para normalizar los picos obtenidos y los difractogramas fueron 
analizados con el software IGOR Prov5.  
El índice de cristalinidad (CrIP3HB) y el tamaño del cristal (Dhkl) fueron 
calculados con las fórmulas reportadas por Salgaonkar y Bragança (2017) y Wei et al. 
(2015).  
• Índice de cristalinidad:                                                        CrIP3HB = [
(I17)
(ITotal)
] ∗ 100     
donde I17 es la intensidad del pico cercano a 2-Theta = 17 º e ITotal es la suma de las 
intensidades de todos los picos característicos del P3HB. 






donde K es la constante de la forma del cristal (0.94), λ es la longitud de onda de la 
radiación de Cu Kα (0.1542 nm), β1/2 es la máxima anchura a mitad de longitud 
(FWHM) y θ es el ángulo de Bragg del plano (020).  
2.4.5. SEM 
 Las características superficiales del biopolímero extraído fueron analizadas 
mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) empleando un microscopio 
SU8020 (HITACHI, Japón) con un voltaje de 5 kV, un flujo de electrones de 4.7 µA 
y un vacío de 0.3 mBa. Las imágenes tomadas fueron analizadas con el software 
Image-Pro.  
2.5. Análisis estadísticos 
Los procesos de fermentación fueron realizados por triplicado. Los datos de 
generación de biomasa celular, producción de P3HB y %P3HB fueron analizados 
mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y una prueba posterior de 
Tukey. Una p ≤ 0.05 fue considerada como estadísticamente significativa. El software 
















La Tabla 14 muestra la asimilación de medios de cultivo suplementados con 
carbohidratos simples y complejos, observándose diferencias estadísticas en el 
desarrollo celular y la producción de P3HB. Asimismo, se encontró una mejor 
recuperación de este biopolímero con el protocolo US & SFE (notándose un 
incremento de 0.17-0.64 gL-1 en la cantidad de P3HB extraído), lo cual repercutió en 
un aumento del %P3HB de 12.89% en el medio de cultivo M-A, 6.55% en el medio 
Agavinas y 4.31% en el medio de cultivo GRPD. 









3.75b ± 0.03 1.35d ± 0.03 36.13d ± 1.44 




5.31a ± 0.22 2.32b ± 0.04 43.70b ± 2.44 




2.57c ± 0.15 0.50f ± 0.02 19.30f ± 0.77 
US & SFE 2.57c ± 0.08 0.67e ± 0.01 25.85e ± 0.28 
*Los datos son representados como la media de tres repeticiones ± desviación estándar. Los grupos de 
homogeneidad (a-e) fueron determinados mediante la prueba de Tukey (p ≤ 0.05) (ANEXO X). NaOCl-
Cloroformo: protocolo de extracción tradicional basado en digestión con hipoclorito de sodio y 
suspensión en cloroformo y US & SFE: protocolo de extracción con ultrasonido y libre se solventes. 
 
En cuanto a los espectros FTIR y 1H-RMN de los biopolímeros obtenidos (Fig. 
17) se muestra una composición y estructura química similar entre todos los extractos 
producidos bajo la influencia de los medios de cultivo evaluados y obtenidos con 
ambos protocolos de extracción. Dichas características se reafirman en la Tabla 15, 
en la cual se muestran los grupos químicos que constituyen a este biomaterial. Por lo 
que se observa que la cepa B. cereus 4N bajo la influencia de azúcares simples y 
complejos produce homopolímeros de P3HB; el cual, al ser recuperado con distintos 







Fig. 17. Espectros FTIR (izquierda) y 1H-RMN (derecha). (a) biopolímero producido por B. cereus 4N 
en el medio GRPD, (b) biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio M-A y (c) biopolímero 
producido por B. cereus 4N en el medio Agavinas. Los biopolímeros producidos fueron extraídos con 














Tabla 15. Picos espectrales obtenidos por FTIR y 1H-RMN. 
*Multiplicidades de los espectros 1H-RMN son indicadas como: s (singlete), d (duplete), t (triplete), q 
(cuadruplete) y m (multiplete).   
 
Los termogramas obtenidos por el análisis de DSC (Fig. 18) muestran un 
comportamiento similar al obtenido con el P3HB comercial (Sigma-Aldrich) referido 
en el Capítulo 4. No obstante, las propiedades térmicas (ΔHm, Td y Xc) difieren entre 
los producidos bajo la influencia de carbohidratos simples (GRPD y M-A) y complejos 
(agavinas), así como el protocolo de extracción empleado. Cabe señalar que el 
biopolímero producido en el medio Agavinas no presentó diferencias térmicas al ser 
extraído con ambos protocolos de extracción. Asimismo, la Tm y Tc de todos los 
biopolímeros extraídos no presentan cambios a pesar de la influencia del medio de 
cultivo y el protocolo de extracción (Tabla 16).  
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Fig. 18. Termogramas DSC. (a) biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio GRPD, (b) 
biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio M-A y (c) biopolímero producido por B. cereus 
4N en el medio Agavinas. Los biopolímeros producidos fueron extraídos con los protocolos NaOCl-
Cloroformo y US & SFE. 
82 
 
Tabla 16. Propiedades térmicas obtenidas por DSC. 
*Tm: Temperatura de fusión, ΔHm: Entalpía de fusión, Tc: Temperatura de cristalización, Td: 
Temperatura de degradación y Xc: Grado de cristalinidad. 
 
Todos los difractogramas obtenidos por el análisis de XRD (Fig. 19) muestran 
la presencia de los 6 picos característicos del P3HB. Sin embargo, se observan 
diferentes intensidades entre los biopolímeros obtenidos bajo la influencia de 
carbohidratos simples y complejos, incluso se observa una mayor intensidad cuando 
el protocolo US & SFE es empleado para el proceso de extracción. Por otra parte, se 
muestra un comportamiento particular en los difractogramas del P3HB producido bajo 
la influencia del medio Agavinas, los cuales muestran los 6 picos característicos, pero 
al aplicar ambos métodos de extracción parece no tener una amplia diferencia en sus 
intensidades.  
La información presentada en la Tabla 17 muestra que los índices de 
cristalinidad son ligeramente mayores al emplear el protocolo US & SFE. 
Adicionalmente, se observan distintos tamaños de cristal al comparar el biopolímero 
producido en los medios de cultivo adicionados con azúcares simples y complejos, así 
como la influencia del protocolo de extracción; ya que al emplear el protocolo NaOCl-
Cloroformo se reduce el tamaño de esta estructura. Por otro lado, el tamaño de cristal 
generado bajo la influencia del medio Agavinas parece no tener una amplia diferencia 
cuando ambos protocolos de extracción son empleados. 
 
 


















167.37  35.75  158.43  242.28  24.49  





164.01 37.50 155.76 240.73 25.68 





167.97 44.72 154.85 261.78 30.63 




Fig. 19. Difractogramas XRD. (a) biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio GRPD, (b) 
biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio M-A y (c) biopolímero producido por B. cereus 
4N en el medio Agavinas. Los biopolímeros producidos fueron extraídos con los protocolos NaOCl-




Tabla 17. Propiedades cristalinas obtenidas por XRD. 
*CrIPHB: Índice de cristalinidad y Dhkl (020): Tamaño de cristal determinado en dirección perpendicular 
del plano (020). 
En relación con la morfología superficial que el P3HB presentó al ser 
recuperado con ambos protocolos de extracción (Fig. 20), se mostró que este 
biopolímero presenta una superficie irregular con grietas y poros. Pero, cuando se 
aplica el US & SFE se muestra una superficie con mayor irregularidad y porosidad.   
 
Fig. 20. Microscopía SEM. (a) biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio GRPD, (b) 
biopolímero producido por B. cereus 4N en el medio M-A y (c) biopolímero producido por B. cereus 
4N en el medio Agavinas. Los biopolímeros producidos fueron extraídos con los protocolos NaOCl-
Cloroformo y US & SFE.  




2-Theta e Intensidad (a.u.) CrIPHB 


































































































 El protocolo US & SFE permitió un incremento en la recuperación del P3HB 
producido por la cepa bacteriana en estudio bajo la influencia de todos los medios de 
cultivo evaluados. Este nuevo protocolo de extracción es rápido en comparación con 
el protocolo tradicional NaOCl-Cloroformo puesto que reduce la digestión con NaOCl 
y elimina la purificación con solventes orgánicos. De acuerdo con Pradhan et al. (2018) 
e Ishak et al. (2016), el uso de la irradiación con ultrasonido reduce la digestión celular 
con NaOCl, el empleo de solventes orgánicos que pueden provocar contaminación en 
el P3HB y disminuye el número de pasos metodológicos que provocan pérdidas 
durante el proceso de extracción.  
Los análisis por FTIR y 1H-RMN demuestran que el P3HB recuperado no 
presenta alteraciones químicas al ser producido en cualquiera de los medios de cultivo 
evaluados y al emplear ambos protocolos para su extracción. Esto debido a que los 
espectros muestran uniformidad con los picos reportados como característicos de este 
biopolímero (Hernández-Núñez et al. 2019; Pradhan et al. 2018). Sin embargo, los 
análisis térmicos realizados por DSC muestran diferencias en los extractos producidos 
bajo la influencia de los medios de cultivo suplementados con carbohidratos simples 
(GRPD y M-A) y recuperados por ambos protocolos de extracción. Puesto que el 
P3HB biosintetizado bajo este parámetro nutricional y extraído con el protocolo US & 
SFE, muestra un incremento en su resistencia térmica y grado de cristalinidad. Por otro 
lado, el biopolímero producido en el medio de cultivo adicionado con azúcares 
complejos (medio Agavinas) no muestra cambios en su termoresistencia y grado de 
cristalinidad al ser extraído por ambos protocolos de extracción.  
De acuerdo con los estudios de Pradhan et al. (2017), el P3HB producido bajo 
la influencia de sustratos complejos genera una termoresistencia y cristalinidad más 
estable, debido a que este biopolímero puede presentar diferentes pesos moleculares, 
las cuales dictan las características físicas de este biomaterial. A pesar de ello, la Tm y 
Tc en todos los tratamientos no sufren cambios aparentes, lo cual concuerda con el 
reporte de Ishak et al. (2016), quienes informan que los protocolos de extracción que 
emplean ultrasonido de baja frecuencia (37-44 kHz) no ocasionan cambios en estas 
propiedades térmicas; lo cual indica estabilidad en el P3HB recuperado con el 
protocolo US & SFE. Cabe destacar que la baja Tm (164.01-168.05 Jg
-1) obtenida en 
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todos los tratamientos es indicativa de mejores propiedades biodegradables (Nygaard 
et al. 2019). Este hallazgo denota una menor rigidez, por lo que este biopolímero puede 
ser moldeado y extruido para la producción de diversos productos como empaques 
plásticos, películas resistentes al agua y diversos contenedores (Sathya et al. 2018).  
En cuanto a los estudios de cristalinidad realizados por XRD; al igual que los 
análisis térmicos por DSC, muestran que el P3HB producido en los medios de cultivo 
GRPD y M-A incrementan su cristalinidad cuando el protocolo US & SFE es 
empleado para su extracción. No obstante, el biopolímero producido en el medio 
Agavinas no presenta gran diferencia en intensidad cuando el US & SFE es empleado. 
Por lo que se reitera la presencia de un peso molecular distinto al producido bajo la 
influencia de los medios de cultivo GRPD y M-A. Por igual, los índices de cristalinidad 
evaluados parecen no mostrar una gran diferencia entre los medios de cultivo y los 
protocolos de extracción evaluados. Si bien, este índice no es tan alto (lo cual es 
benéfico para considerar el potencial biodegradable de este biopolímero), es reportado 
que no es un cálculo absoluto, por lo que solo es útil para hacer comparaciones 
generales (Özgören et al. 2018; Xu et al. 2002). Por otra parte, el tamaño de cristal 
calculado indica diferencias entre los protocolos de extracción, esto debido a que se 
observó que el tamaño de cristal era mayor cuando el biopolímero es recuperado con 
el protocolo US & SFE.  
Los resultados obtenidos podrían explicarse mediante dos razones: (1) el efecto 
de cavitación descrito por Contreras-Hernández et al. (2018) e Ishak et al. (2016), el 
cual se basa en la ruptura de las regiones amorfas del biopolímero durante la digestión 
con NaOCl y la inherente propiedad de recristalización producida por los intercambios 
de los enlaces O-H que ocurren al suspender el extracto en cloroformo caliente 
(Suttiwijitpukdee et al. 2011) y (2) el efecto de la digestión celular en NaOCl, ya que 
esta reportado que una prolongada digestión celular a condiciones cálidas reduce el 
peso molecular del biopolímero hasta en un 30%. Lo cual influye en las propiedades 
térmicas y cristalinas del biomaterial extraído (Pérez-Rivero et al. 2019). Por lo tanto, 
el protocolo US & SFE es un método rápido que reduce la digestión con NaOCl y 
mejora las propiedades físicas del P3HB obtenido. 
La excepción a la regla fue el biopolímero producido con el medio Agavinas, 
puesto que el tamaño de cristal observado es similar cuando se extrae mediante ambos 
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protocolos de extracción, por lo que se considera que las agavinas al emplearse como 
una fuente de carbono compleja permite la producción de biopolímeros tipo P3HB con 
mayor estabilidad física; en contraste con la obtenida bajo la influencia de 
carbohidratos simples. 
Acerca de la morfología superficial de las biopelículas obtenidas, se observó 
una mayor rugosidad y porosidad cuando el US & SFE fue empleado para el proceso 
de extracción. De acuerdo con la información reportada por Ankita et al. (2020), los 
procesos de extracción que involucran ultrasonido producen películas de P3HB con 
mayor porosidad, lo cual permite una mejor biodegradabilidad dado que los 
microorganismos pueden adherirse con mayor facilidad a estos microporos. Por 
consiguiente, el protocolo US & SFE permite la eficiente extracción de 
homopolímeros de P3HB con mejores propiedades térmicas, cristalinas y 
morfológicas; el cual presenta características biodegradables que lo hacen adecuado 
para la fabricación de diversos productos plásticos. Asimismo, las agavinas como una 
nueva fuente de carbono compleja favorece la biosíntesis de P3HB con propiedades 
















IMPACTO DE LOS PARÁMETROS NUTRICIONALES SOBRE 
LA MORFOLOGÍA DE Bacillus cereus 4N DURANTE LA 
ACUMULACIÓN DE POLI(3-HIDROXIBUTIRATO) 
 
Resumen 
Los carbonosomas de P3HB son estructuras citoplasmáticas cubiertas por 
proteínas hidrofóbicas de carácter estructural y catalítico. Estas inclusiones son 
multifuncionales; siendo sus principales funciones el almacén de energía y la 
protección ante agentes estresantes. La biosíntesis de estas estructuras dentro de la 
célula provoca cambios morfológicos los cuales están influenciados por los nutrientes. 
El objetivo del presente capítulo fue evaluar el efecto de distintas condiciones 
nutricionales sobre la morfología de B. cereus 4N y del carbonosoma acumulado por 
esta cepa bacteriana. Los resultados demuestran que la cepa bacteriana presenta 
diferentes tamaños y volúmenes en su estructura y el carbonosoma producido, siendo 
la formulación M-A aquella con la que se obtiene un mayor tamaño y número de 
carbonosomas. Interesantemente, las agavinas propician la biosíntesis de 
carbonosomas de mayor tamaño. Por ende, la morfología de B. cereus 4N y el 
carbonosoma que acumula está condicionado por la fuente de carbono empleada. 
 










El P3HB se acumula a manera de gránulos citoplasmáticos denominados como 
carbonosomas; un término acuñado debido a la multifuncionalidad que desempeñan 
estas estructuras en la célula bacteriana (Jendrossek 2009). Estas inclusiones consisten 
en complejos supramoleculares compuestos por un núcleo de P3HB y una capa 
superficial de proteínas altamente hidrofóbicas con funciones estructurales y 
catalíticas  (Bresan et al. 2016). Asimismo, los carbonosomas representan una fracción 
de la célula bacteriana (< 90%) y llevan a cabo funciones protectoras (aparte de ser un 
almacén de energía); tales como, la resistencia celular ante temperaturas extremas, 
presión osmótica y oxidativa, irradiación por luz UV y la presencia de alcoholes, 
metales pesados o agentes desecadores. Sin embargo, estas funciones aún no han sido 
del todo dilucidadas (Obruca et al. 2017).  
Hoy en día se conocen cuatro modelos que explican la formación de estos 
carbonosomas. El primero es la formación de micelas, las cuales a medida que la 
cantidad de biopolímero crece se incorporan a esta estructura. El segundo modelo 
explica que la enzima PhaC sintasa es la que incorpora a las demás proteínas que 
conforman esta estructura. El tercero habla de que los gránulos de P3HB se forman 
desde la membrana celular proponiendo que la PhaC sintasa se encuentra en los polos 
de la célula y el cuarto modelo explica que la presencia de andamios entre las 
membranas es la responsable de la formación de los carbonosomas. No obstante, 
ninguno de estos modelos ha sido comprobado, por lo que es necesario llevar a cabo 
más estudios microscópicos (Laycock et al. 2013).  
Lo que se sabe es que los carbonosomas de P3HB varían en número y tamaño 
dependiendo de las condiciones de cultivo y que al ser biosintetizados generan cambios 
morfológicos en la célula bacteriana (Jendrossek y Pfeiffer 2014). Generalmente, la 
literatura ofrece el conocimiento de cambios estructurales que sufren cepas como 
Cupriavidus necator (Mravec et al. 2016) y Halomonas sp. (Park et al. 2020). Sin 
embargo, aún no hay publicaciones acerca de los cambios que sufren cepas del género 
Bacillus durante este proceso. Por esta razón, el objetivo del presente capítulo fue 
realizar un estudio mediante microscopía confocal de fluorescencia sobre los efectos 
que ocasionan distintos parámetros nutricionales en la estructura celular y la 
biosíntesis de carbonosomas de P3HB en la cepa B. cereus 4N. 
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2. Material y Métodos 
2.1. Reactivos y sustratos 
Los productos químicos de grado analítico utilizados en el presente estudio se 
obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals Co. (E.U.A). El jarabe de agave y la harina 
de soya empleados como sustratos fueron obtenidos de mercados locales en la ciudad 
de Monterrey, Nuevo León, México y las agavinas fueron obtenidas de mercados 
locales en la ciudad de Zapopan, Jalisco, México.  
2.2. Cepa bacteriana  
Para el presente estudio se utilizó la cepa bacteriana B. cereus 4N (NCBI-
GenBank: MH404097), la cual fue previamente aislada y caracterizada como 
productora de biopolímeros P3HB en la Universidad Autónoma de Nuevo León, 
Facultad de Ciencias Biológicas, Instituto de Biotecnología. Esta cepa bacteriana fue 
registrada en la Colección Nacional de Cepas Microbianas (WDC-CDBB-500, 
CINVESTAV, México) con el número de registro CDBB-L-2032 y preservada en una 
solución de esporas a -20 ºC (Harrold et al. 2011). 
2.3. Medios de cultivo y condiciones de fermentación 
Los experimentos de fermentación fueron llevados a cabo con los siguientes 
medios de cultivo:  
• Control (-): Peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1). 
• GRPD (medio rico en glucosa y deficiente en peptona): Glucosa (15.0 gL-1), 
peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1) (Masood et 
al. 2017). 
• M-A (medio Martínez-Alemán): Jarabe de agave (15.0 gL-1), harina de soya (1.5 
gL-1), extracto de levadura (2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1).  
• Medio Agavinas: agavinas (15.0 gL-1), peptona (2.0 gL-1), extracto de levadura 
(2.5 gL-1) y NaCl (1.25 gL-1).  
Los medios de cultivo fueron ajustados a pH 6 con un potenciómetro OrionStar 
A214 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) y esterilizados a 120 ºC, 15 lbp durante 15 
min en una autoclave 25x-1 (All American, E. U. A). 
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Los procesos de fermentación fueron llevados a cabo partiendo de matraces 
Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de 100 mL de la preparación a evaluar (pre-
inóculo). Posteriormente, esta fue inoculada con 100 µL (108 UFC mL-1) de la solución 
de esporas de B. cereus 4N (previamente reactivada con un choque térmico a 100 °C 
durante 1 min) y fue incubada con agitación continua en una incubadora MaxQ4000 
(Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 °C, 150 rpm durante 24 horas. 
Después matraces Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de 200 mL de la misma 
preparación; se inocularon al 2 % (vv-1) con el pre-inóculo fermentado durante 24 
horas. Luego, estos matraces de fermentación se incubaron con agitación continua en 
una incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a condiciones de 30 
°C, 150 rpm durante 48 horas. 
2.4. Estudios por microscopia confocal de fluorescencia 
2.4.1. Montaje y tinción  
Se tomaron muestras de 50 μL de los medios de cultivo y se realizaron frotis 
fijados al calor, los cuales fueron teñidos con el colorante lipofílico azul de Nilo A al 
1% (vv-1) a una temperatura de 55 ºC durante 10 min. Posteriormente, estas muestras 
fueron lavadas con ácido acético al 8% (vv-1) y agua destilada (Ostle y Holt 1982). Las 
tinciones se secaron y fueron cubiertas con agarosa al 2% (pv-1) a 35 ºC y luego se 
cubrieron con un cubreobjetos de 20×20 μm con grueso de 150 μm.  
2.4.2. Parámetros del microscopio confocal de fluorescencia  
Las observaciones fueron realizadas empleando el microscopio de confocal 
invertido SP8 DMI8 (Leica, Alemania). Para determinar el rango óptimo de excitación 
y emisión se realizó un escaneo previo con los láseres UV (405 nm), FITC (488 nm), 
YFP (514 nm), TRITC (552 nm) y CY5 (638 nm). Obteniéndose un rango de 
excitación de 573 nm y emisión de 618 nm con el láser TRITC.  
2.4.3. Procesamiento de imágenes y cálculos geométricos  
Las imágenes obtenidas fueron procesadas en fluorescencia y fusión con 
parámetros de proyección máxima, resolución teórica en los ejes x y z, ganancia de 




Además, el volumen de la célula fue calculado con una aproximación cilíndrica 
y el carbonosoma de P3HB con una aproximación esférica de acuerdo con la 
metodología reportada por Mravec et al. (2016). Cabe destacar que los cálculos 
realizados fueron representados como la media de 25 células distribuidas en distintos 

























La cepa bacteriana empleada en este estudio presentó la biosíntesis de 
carbonosomas de P3HB a manera de fluorescencia roja en todas las condiciones 
nutricionales evaluadas (Fig. 21). Sin embargo, la formación de estas inclusiones 
citoplasmáticas fue distinta en cada una de las evaluaciones, mostrándose una baja 
formación de carbonosomas y una alta presencia de cuerpos esporales cuando B. 
cereus 4N se inoculó en el Control (-) (Fig. 21 a). Por otra parte, cuando la cepa 
bacteriana fue inoculada en los medios de cultivo GRPD y M-A se observó un 
incremento en el desarrollo celular y de fluorescencia (Fig. 21 b, c). Y, en el caso del 
medio de cultivo suplementado con agavinas se observó que la cepa bacteriana 
presenta la formación de carbonosomas con mayor tamaño.  
La Fig. 22 representa la posible estructura geométrica de B. cereus 4N bajo la 
influencia de las condiciones nutricionales evaluadas. En esta se indica la presencia de 
1-3 carbonosomas distribuidos en el centro y polo de la célula. Observándose que el 
menor tamaño celular se obtiene bajo la influencia del Control (-). Por su parte, los 
medios de cultivo suplementados con carbohidratos simples (GRPD y M-A) generan 
una mayor presencia de carbonosomas dentro de la célula, presentando hasta 3 
estructuras bajo la influencia del medio de cultivo M-A. Cabe destacar, que cuando se 
emplearon las agavinas como fuente de carbono la célula bacteriana redujo su tamaño, 
pero produjo un carbonosoma céntrico de tamaño considerable.  
 Los análisis geométricos serian confirmados en la Fig. 23 donde se midieron 
los cambios de longitud, ancho, volumen celular y volumen de carbonosoma que sufre 
B. cereus 4N bajo la influencia de las condiciones nutricionales evaluadas. El menor 
tamaño, volumen celular y volumen de carbonosoma fue bajo la influencia del Control 
(-), en el caso de los medios de cultivo suplementados con carbohidratos simples 
(GRPD y M-A) se observó un alargamiento de la célula y un incremento del volumen 
del carbonosoma. No obstante, el medio de cultivo suplementado con agavinas como 
un carbohidrato complejo presentó un bajo volumen celular y el mayor tamaño de 
carbonosoma. Curiosamente el ancho de la célula bacteriana no presenta cambios ante 
la presencia de todas las condiciones nutricionales empleadas, por lo que se puede 
mencionar que la biosíntesis y el arreglo de estos cuerpos intracelulares es de manera 












































































































































































































































































































































































































Fig. 22. Esquematización geométrica de B. cereus 4N y de los carbonosomas de P3HB producidos bajo 
la influencia de distintas condiciones nutricionales. Control (-): medio basal sin fuente de carbono. 
GRPD: medio de cultivo rico en glucosa y deficiente en peptona. M-A: medio diseñado en este estudio 
compuesto por jarabe de agave y harina de soya. Medio Agavinas: medio basal adicionado con 
agavinas como fuente de carbono. 
 
Fig. 23. Análisis de los parámetros geométricos de B. cereus 4N y de los carbonosomas de P3HB 
producidos bajo la influencia de distintas condiciones nutricionales. Control (-): medio basal sin fuente 
de carbono. GRPD: medio de cultivo rico en glucosa y deficiente en peptona. M-A: medio diseñado en 
este estudio compuesto por jarabe de agave y harina de soya. Medio Agavinas: medio basal adicionado 




La morfología celular y los cambios en ella son factores cruciales que afectan 
el flujo metabólico, el intercambio de nutrientes y la capacidad biosintética. Por esta 
razón, las bacterias controlan sus tamaños y formas para cumplir de manera eficiente 
los requisitos impuestos por la división celular, la adhesión a superficies, el 
movimiento para la búsqueda de nutrientes y la evasión de agentes inhibidores 
(Marshall et al. 2012; Mravec et al. 2016).  
En este capítulo se determinó que la morfología celular y la formación de los 
carbonosomas de P3HB fueron influidos por las condiciones nutricionales evaluadas. 
En primer lugar, se observaron los efectos de la falta de una fuente de carbono en el 
Control (-); dado que esta condición ocasionó una baja estructura celular y del 
carbonosoma polimerizado, así como una alta formación de cuerpos esporales. De 
acuerdo con Borah et al. (2002), la fuente de carbono es un sustrato que determina la 
generación de biomasa, el almacén de P3HB y el mantenimiento energético. Sin 
embargo, la falta de este sustrato ocasiona una condición de inanición que obliga a B. 
cereus 4N producir esporas para su sobrevivencia; esto se debe a la transcripción de 
los genes spoOA responsables de la esporulación durante la limitación de nutrientes 
(Narayanan y Ramana 2012). Mientras que, en el aspecto estructural se infiere que el 
gasto energético provocado por el proceso de esporulación desvía la energía necesaria 
para el mantenimiento celular y el almacenamiento de P3HB (Mizuno et al. 2010).  
En segunda instancia se analizaron los cambios morfológicos que ocurren en 
la cepa bacteriana cuando es inoculada en medios de cultivo adicionados con 
carbohidratos simples (GRPD y M-A) y complejos (Medio Agavinas). Bajo la 
presencia de todos estos azúcares se observó la acumulación de carbonosomas de 
P3HB, pero la formulación diseñada en este proyecto (M-A) fue con la que se obtuvo 
una mayor estructura celular e incluso un mayor número de carbonosomas 
acumulados. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Park et al. (2020), 
cuyos estudios informan que Halomonas sp. YLGW01 presenta una mayor longitud 
(hasta 8.39 μm) y acumulación de P3HB cuando fue inoculada en medio MB 
adicionado con fructosa al 2% (vv-1); incluso esta cepa bacteriana reporta una 
estructura mayor bajo este azúcar que cuando se inoculó bajo la influencia de glucosa 
como fuente de carbono. Determinándose que la preferencia sobre sustratos ricos en 
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fructosa influye en un mayor tamaño celular y una mayor acumulación de los 
carbonosomas de P3HB. Por otra parte, cabe señalar que cuando la cepa B. cereus 4N 
fue inoculada en el medio suplementado con agavinas presentó un bajo tamaño celular, 
pero produjo el mayor tamaño de carbonosoma. Bioquímicamente las agavinas son 
polisacáridos altamente ramificados compuestos por moléculas de fructosa y glucosa 
unidas mediante enlaces β (2-1) y β (2-6) (García-García et al. 2019). Conforme a lo 
reportado por Park et al. (2020), la preferencia sobre la fructosa influye en los cambios 
morfológicos de estas estructuras, por lo que en este caso se infiere que la presencia 
de este azúcar parece contribuir en un aumento del tamaño celular y del carbonosoma. 
No obstante, el bajo tamaño de la célula se debe a los desvíos energéticos que ocasiona 
el metabolizar este sustrato complejo; el cual parece ser aprovechado en mayor medida 
para acumular P3HB que para el desarrollo y mantenimiento de la célula bacteriana.  
Otro aspecto que destacar es que la cepa en estudio a pesar de tener cambios 
en longitud y volumen parece no cambiar el ancho celular, lo cual indica que la 
acumulación de los carbonosomas es de manera vertical; es decir, la célula bacteriana 
se alarga cuando almacena este biopolímero bacteriano. Dichos resultados son 
similares a lo informado por Mravec et al. (2016), quienes reportan que Cupriavidus 
necator varía su longitud y número de carbonosomas a través del tiempo de 
fermentación, pero no hay cambios significativos en el ancho celular. Por lo tanto, la 
acumulación de carbonosomas de P3HB es influida por la naturaleza estructural de la 
cepa bacteriana, los sustratos usados como fuente de carbono y las condiciones de 
fermentación.  
Es preciso informar que los resultados obtenidos en este capítulo deben ser 
comprobados empleando microscopía electrónica de transmisión (TEM) y análisis 
moleculares, puesto que estos cambios morfológicos pueden estar ligados a la 
transcripción de los genes mreB y ftsZ involucrados en la división celular y los genes 
phaP y phaZ implicados en la estructura y densidad del carbonosoma (Park et al. 
2020). Esto con el objetivo de dilucidar los mecanismos exactos por los cuales ocurren 







Hoy en día, la búsqueda de alternativas para la eficiente producción de P3HB 
ha sido un reto prioritario a nivel investigación, esto debido a que el mercado mundial 
de los plásticos exige el uso de nuevos materiales que preserven la sustentabilidad 
ecológica y económica de la población y sus futuras generaciones. Los resultados 
obtenidos en este proyecto demuestran un aumento en los rendimientos productivos 
de biomasa celular y P3HB cuando la cepa bacteriana B. cereus 4N fue inoculada bajo 
la influencia de la nueva formulación Martínez-Alemán (M-A) compuesta por jarabe 
de agave y harina de soya como sustratos de bajo costo. Asimismo, las condiciones 
óptimas de incubación fueron determinantes para inducir un incremento en la 
producción de este biopolímero bacteriano. Aunado a ello, el escalamiento a nivel 
biorreactor permitió un mejor desarrollo celular, lo cual influyó en mejores 
rendimientos productivos del P3HB. También, el protocolo de extracción US & SFE 
eficientizó el proceso de recuperación y mejoró las propiedades físicas de este 
biomaterial, dichas cualidades obtenidas lo hacen un recurso apto para su empleo en 
diversos rubros agrícolas, industriales y médicos. Además, los análisis por microscopía 
confocal determinaron cambios morfológicos en la cepa bacteriana, destacando un 
mejor desarrollo celular bajo la influencia de la formulación M-A.  
Por lo tanto, los resultados presentados en este proyecto contribuyen a las 
alternativas buscadas para optimizar la producción de P3HB, donde el medio de 
cultivo desarrollado (aparte de beneficiar los procesos de producción), también 
presenta un impacto social interesante, puesto que el uso de recursos renovables de 
carácter regional o nacional promueve el desarrollo sustentable y económico de las 
comunidades dedicadas a la producción y comercialización de estos. Asimismo, la 
tendencia de los protocolos de extracción “verde” permiten preservar la sustentabilidad 
ecológica buscada para los procesos de producción de P3HB puesto que reducen el 
empleo de solventes orgánicos y mejoran el proceso extractivo. En consecuencia, el 







❖ Seguir aislando y evaluando nuevas cepas bacterianas cuyo metabolismo permita 
generar altas cantidades de P3HB bajo la influencia de distintos sustratos y 
condiciones de cultivo. 
 
❖ Diseñar o modificar medios de cultivo a base de nuevos sustratos económicos o 
residuales de carácter regional y/o nacional. 
 
❖ Estudiar el efecto de cultivos mixtos, sistemas alimentados (fed-batch) y el efecto 
de agentes estresantes (alcoholes y ácidos orgánicos) sobre la producción de 
biomasa celular y P3HB a nivel biorreactor. 
 
❖ Realizar un análisis de costo-beneficio sobre la producción de P3HB obtenida en 
el presente proyecto. 
 
❖ Realizar una caracterización más exhaustiva del P3HB producido en este estudio 
mediante las técnicas de espectroscopía de Raman, cromatografía de gases (GC) y 
pruebas mecánicas (dureza, elasticidad y resistencia). 
 
❖ Sustituir el cloroformo por solventes no halogenados en el protocolo de extracción 
US & SFE propuesto en este proyecto. 
 
❖ Reforzar los resultados de morfología celular mediante microscopía electrónica de 
transmisión (TEM) y realizar análisis transcripcionales para determinar las causas 
de los cambios morfológicos en la célula y carbonosoma. 
 
❖ En el aspecto social contribuir al desarrollo sustentable de las comunidades rurales 
dedicadas a la producción de los sustratos dirigidos a la obtención de productos 
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ANEXO I. Análisis estadístico realizado sobre los efectos de distintos medios de 
cultivo en la producción de biomasa celular (gL-1), P3HB (gL-1) y porcentaje de 
acumulación de P3HB (%P3HB) mostrados en la Fig. 5 (pág. 25). 
 









Entre grupos 2746.302 5 549.260 
1196.661 .000 Dentro de grupos 5.508 12 .459 
Total 2751.810 17  
biomasa celular 
(gL-1) 
Entre grupos 30.318 5 6.064 
1086.027 .000 Dentro de grupos .067 12 .006 




Entre grupos 4.000 5 .800 
5120.544 .000 Dentro de grupos .002 12 .000 
Total 4.002 17  
Tukey - %P3HB 
Medio de cultivo Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) 
Control 3   13.41 13.41  
GRPD 3 36.13     
S-EL 3     3.62 
MMM 3     4.04 
RC 3 30.63 30.63    
K-R 3   17.03   
Tukey - biomasa celular (gL-1) 
Medio de cultivo Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) 
Control 3    1.29  
GRPD 3 3.67     
S-EL 3  3.06    
MMM 3   2.23   
RC 3  2.87 2.87   







Tukey - P3HB (gL-1) 
Medio de cultivo Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) 
Control 3    0.17  
GRPD 3 1.35     
S-EL 3    0.11  
MMM 3    0.09 0.09 
RC 3  0.88    
K-R 3   0.59   
 
➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (medios de cultivo), 
sugiriendo que estas últimas influyen en el crecimiento celular y la producción de 
P3HB. Asimismo, el medio de cultivo con el que se obtuvo un mejor crecimiento 
y producción del biopolímero en cuestión es el denominado GRPD. Por lo tanto, 





















ANEXO II. Análisis estadístico realizado sobre el efecto de distintos sustratos como 
fuente de carbono mostrados en la Tabla 3 (pág. 32).  
 










Entre grupos 35.805 10 3.581 
821,896 .000 Dentro de grupos .096 22 .004 
Total 35.901 32  
P3HB 
(gL-1) 
Entre grupos 11.547 10 1.155 
2955,411 .000 Dentro de grupos .009 22 .000 
Total 11.556 32  
%P3HB 
Entre grupos 7016.641 10 701.664 
965,842 .000 Dentro de grupos 15.983 22 .726 
Total 7032.623 32  
Tukey - %P3HB 
F. C Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) 
C (-) 3    23.91    
C (+) 3  36.13      
JA 3 56.09       
MC 3   28.18     
BC 3      15.36  
CP 3   24.13     
SL 3    21.08 21.08   
ARPPF 3       8.10 
ARPLF 3   28.17     
ARM 3       7.95 
Tukey - biomasa celular (gL-1) 
F. C Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) 
C (-) 3       0.58 
C (+) 3 3.67       
JA 3 3.74       
MC 3    1.42    
BC 3      1.10  
CP 3     1.32   
SL 3       0.57 
ARPPF 3   2.21     
ARPLF 3  2.69      
ARM 3   2.18     
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Tukey - P3HB (gL-1) 
F. C Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) 
C (-) 3       0.12 
C (+) 3  1.35      
JA 3 2.09       
MC 3    0.40    
BC 3      0.17  
CP 3     0.30   
SL 3       0.13 
ARPPF 3      0.18  
ARPLF 3   0.80     
ARM 3      0.17  
* C (-): Control negativo, C (+): Control positivo, JA: Jarabe de agave, MC: Melaza de caña, BC: 
Bagazo de caña, CP: Cáscara de plátano, SL: Suero de leche, ARPPF: Aceite residual de papa frita, 
ARPLF: Aceite residual pollo frito, ARM: Aceite residual de motor. 
 
➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (fuentes de carbono), 
sugiriendo que estas últimas influyen en el crecimiento celular y la producción de 
P3HB. Asimismo, la fuente de carbono con la cual se obtuvo un mejor crecimiento 
y producción del biopolímero en cuestión es el jarabe de agave. Por lo tanto, esta 
















ANEXO III. Análisis estadístico realizado sobre el efecto de distintas concentraciones 
de jarabe de agave mostrados en la Tabla 4 (pág. 33). 
 
ANOVA [n: 12 datos analizados] 







Entre grupos 2619.144 3 873.048 
1747.728 .000 Dentro de grupos 3.996 8 .500 
Total 2623.140 11  
biomasa celular 
(gL-1) 
Entre grupos 5.329 3 1.776 
8881.611 .000 Dentro de grupos .002 8 .000 
Total 5.331 11  
P3HB 
(gL-1) 
Entre grupos 4.972 3 1.657 
2460.409 .000 Dentro de grupos .005 8 .001 
Total 4.977 11  
Tukey - %P3HB 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) 
5 gL-1 3  27.69  
10 gL-1 3  29.48  
15 gL-1 3 56.15   
20 gL-1 3   15.64 
Tukey - biomasa celular (gL-1) 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) 
5 gL-1 3   1.95 
10 gL-1 3  3.24  
15 gL-1 3 3.74   
20 gL-1 3  3.26  
Tukey - P3HB (gL-1) 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) 
5 gL-1 3   0.54 
10 gL-1 3  0.96  
15 gL-1 3 2.15   







➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (concentraciones de 
jarabe de agave), sugiriendo que estas últimas influyen en el crecimiento celular y 
la producción de P3HB. Asimismo, la concentración de jarabe de agave con la cual 
se obtuvo un mejor crecimiento y producción del biopolímero en cuestión es 15 






























ANEXO IV. Análisis estadístico realizado sobre el efecto de distintos sustratos como 
fuentes de nitrógeno mostrados en la Tabla 5 (pág. 33). 
 
ANOVA [n: 27 datos analizados] 







Entre grupos 21.189 10 2.119 
344.118 .000 Dentro de grupos .135 22 .006 
Total 21.325 32  
biomasa celular 
(gL-1) 
Entre grupos 8.473 10 .847 
623.232 .000 Dentro de grupos .030 22 .001 
Total 8.503 32  
P3HB 
(gL-1) 
Entre grupos 3839.440 10 383.944 
135.725 .000 Dentro de grupos 62.234 22 2.829 
Total 3901.674 32  
Tukey - %P3HB 
F. N Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h) 
C (-) 3    53.08   
  
C (+) 3   56.09    
  
NS 3       
 23.03 
HS 3      43.51 
  
HM 3       
32.89  
N 3 59.43      
  
Ch 3   56.08      
F 3     49.75    
L 3  57.68       
Tukey - biomasa celular (gL-1) 
F. N Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h) 
C (-) 3       2.40  
C (+) 3   3.74      
NS 3      2.79   
HS 3 4.98        
HM 3  4.47       
N 3    3.32 3.32    
Ch 3     3.27    
F 3    3.43     





Tukey - P3HB (gL-1) 
F. N Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h) 
C (-) 3       1.27  
C (+) 3  2.10       
NS 3        0.64 
HS 3 2.25        
HM 3      1.47   
N 3   1.98      
Ch 3    1.84     
F 3     1.70    
L 3   1.90 1.90     
* C (-): Control negativo, C (+): Control positivo, NS: NH4(SO4)2, HS: Harina de soya, HM: Harina 
de maíz, N: Nejayote, Ch: Chícharo, F: Frijoles, L: Lentejas. 
 
➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (fuentes de nitrógeno), 
sugiriendo que estas últimas influyen en el crecimiento celular y la producción de 
P3HB. Asimismo, la fuente de nitrógeno con la cual se obtuvo un mejor 
crecimiento y producción del biopolímero en cuestión es la harina de soya. Por lo 

















ANEXO V. Análisis estadístico realizado sobre el efecto de distintas concentraciones 
de harina de soya mostrados en la Tabla 6 (pág. 34). 
 
ANOVA [n: 12 datos analizados] 







Entre grupos 21.089 10 2.119 
821,896 .000 Dentro de grupos .105 22 .006 
Total 20.025 32  
biomasa celular 
(gL-1) 
Entre grupos 8.483 10 .847 
2955,411 .000 Dentro de grupos .040 22 .001 
Total 8.513 32  
P3HB 
(gL-1) 
Entre grupos 3839.640 10 383.944 
965,842 .000 Dentro de grupos 62.224 22 2.829 
Total 3901.174 32  
Tukey - %P3HB 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) 
0.5 gL-1 3 55.40   
 
1.0 gL-1 3  46.41  
 
1.5 gL-1 3   42.51 
 
2.0 gL-1 3 55.17    
Tukey - biomasa celular (gL-1) 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) 
0.5 gL-1 3    3.26 
1.0 gL-1 3   3.48  
1.5 gL-1 3 5.01    
2.0 gL-1 3  3.65   
Tukey - P3HB (gL-1) 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) 
0.5 gL-1 3   1.80  
1.0 gL-1 3    1.61 
1.5 gL-1 3 2.20    







➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (concentraciones de 
harina de soya), sugiriendo que estas últimas influyen en el crecimiento celular y 
la producción de P3HB. Asimismo, la concentración de harina de soya con la cual 
se obtuvo un mejor crecimiento y producción del biopolímero en cuestión es 1.5 





























ANEXO VI. Análisis estadístico realizado sobre el efecto de distintos parámetros de 
incubación (temperatura, pH y rpm) en la producción de biomasa celular (gL-1), P3HB 
(gL-1) y porcentaje de acumulación de P3HB (%P3HB) mostrados en la Fig. 6 (pág. 
35).  
 












Biomasa celular (gL-1) 125.833 26 4.840 14573.217 .000 
P3HB 19.657 26 .756 3803.91 .000 
%P3HB 4311.628 26 165.832 396.934 .000 
Intercepto 
Biomasa celular (gL-1) 469.204 1 469.204 1412843.959 .000 
P3HB 43.619 1 43.619 219448.050 .000 
%P3HB 68367.142 1 68367.142 163643.304 .000 
pH 
Biomasa celular (gL-1) 1.560 2 .780 2348.413 .000 
P3HB .287 2 .143 721.068 .000 
%P3HB 4.009 2 2.005 4.798 .012 
ºC 
Biomasa celular (gL-1) 88.773 2 44.386 133654.409 .000 
P3HB 12.564 2 6.282 31606.068 .000 
%P3HB 603.627 2 301.813 722.419 .000 
rpm 
Biomasa celular (gL-1) 11.267 2 5.633 16962.762 .000 
P3HB 3.074 2 1.537 7732.739 .000 
%P3HB 975.950 2 487.975 1168.015 .000 
pH * ºC 
Biomasa celular (gL-1) 8.348 4 2.087 6284.112 .000 
P3HB 1.038 4 .259 1305.351 .000 
%P3HB 730.095 4 182.524 436.888 .000 
pH * rpm 
Biomasa celular (gL-1) 3.775 4 .944 2842.125 .000 
P3HB .115 4 .029 144.612 .000 
%P3HB 566.321 4 141.580 338.886 .000 
ºC * rpm 
Biomasa celular (gL-1) 7.254 4 1.813 5460.533 .000 
P3HB 2.030 4 .508 2553.528 .000 
%P3HB 819.606 4 204.901 490.451 .000 
pH * ºC * rpm 
Biomasa celular (gL-1) 4.857 8 .607 1828.175 .000 
P3HB .549 8 .069 344.955 .000 
%P3HB 612.020 8 76.503 183.116 .000 
Error 
Biomasa celular (gL-1) .018 54 .000   
P3HB .011 54 .000   
%P3HB 22.560 54 .418   
Total 
Biomasa celular (gL-1) 595.055 81    
P3HB 63.286 81    
%P3HB 72701.330 81    
135 
 
Tukey - %P3HB, biomasa celular (gL-1), P3HB (gL-1) 
Parámetro de 
incubación 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) 
pH 6.0 8.0 7.0 
ºC 30º 20º 40º 
rpm 150 200 100 
 
➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (parámetros de 
incubación), sugiriendo que estas últimas influyen en el crecimiento celular y la 
producción de P3HB. Asimismo, los parámetros de incubación con los cuales se 
obtuvo un mejor crecimiento y producción del biopolímero en cuestión fueron pH 
6.0, 30º C y 150 rpm. Por lo tanto, estos parámetros de incubación deben ser 






















ANEXO VII. Análisis estadístico realizado sobre el efecto de distintos tiempos de 
incubación mostrados en la Tabla 7 (pág. 35). 
 
ANOVA [n: 12 datos analizados] 







Entre grupos 1473.816 3 491.272 
286.108 .000 Dentro de grupos 13.737 8 1.717 
Total 1487.552 11  
biomasa celular 
(gL-1) 
Entre grupos 134.214 3 44.738 
5336.569 .000 Dentro de grupos .067 8 .008 
Total 134.281 11  
P3HB 
(gL-1) 
Entre grupos 2.046 3 .682 
359.138 .000 Dentro de grupos .015 8 .002 
Total 2.061 11  
Tukey - %P3HB 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) 
24 h 3  35.38   
48 h 3 40.93    
72 h 3   22.79  
96 h 3    12.42 
Tukey - biomasa celular (gL-1) 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) 
24 h 3    3.07 
48 h 3   5.20  
72 h 3  7.27   
96 h 3 12.19    
Tukey - P3HB (gL-1) 
Concentración Repetición 
Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 
(a) (b) (c) (d) 
24 h 3    1.09 
48 h 3 2.24    
72 h 3  1.66   







➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (tiempo de 
incubación), sugiriendo que estas últimas influyen en el crecimiento celular y la 
producción de P3HB. Asimismo, el tiempo de incubación con el cual se obtuvo un 
mejor crecimiento fue 96 h, mientras que la mejor producción de P3HB se observó 
a 48 h. Por lo tanto, un tiempo de incubación de 48 h debe ser considerado para los 





























ANEXO VIII. Análisis estadístico realizado sobre los parámetros cinéticos evaluados 
a partir de las curvas de crecimiento generadas a nivel matraz mostrados en la Tabla 
8 (pág. 51). 
 






Intervalo de confianza 








0.76 0.03 -0.62 0.89 
Td 
(GRPD) 




0.91 0.03 1.83 3.03 
Biomasa 
(GRPD) 




5.28 0.15 -1.94 -1.00 
P3HB 
(GRPD) 




2.29 0.06 -1.04 -0.79 
Y x/s 
(GRPD) 




0.51 0.04 1.81 1.98 
Y p/s 
(GRPD) 




0.27 0.01 0.90 1.15 
Y p/x 
(GRPD) 




0.43 0.04 -0.60 0.83 
qs 
(GRPD) 




0.03 0.01 -0.68 0.90 
qp 
(GRPD) 




0.09 0.02 -0.55 0.80 
Qp 
(GRPD) 

















Intervalo de confianza 








0.76 0.04 -0.60 0.87 
Td 
(GRPD) 




0.93 0.05 1.85 3.05 
Biomasa 
(GRPD) 




5.34 0.09 -1.92 -1.00 
P3HB 
(GRPD) 




2.27 0.04 -1.01 -0.76 
Y x/s 
(GRPD) 




0.55 0.04 1.82 1.99 
Y p/s 
(GRPD) 




0.29 0.02 0.90 1.15 
Y p/x 
(GRPD) 




0.44 0.01 -0.60 0.83 
qs 
(GRPD) 




0.03 0.02 -0.68 0.90 
qp 
(GRPD) 




0.09 0.01 -0.60 0.85 
Qp 
(GRPD) 




0.05 0.02 -0.61 0.80 
* µ: velocidad de crecimiento, Td: tiempo de duplicación, Y x/s: rendimiento biomasa sobre sustrato, 
Y p/s: rendimiento producto sobre sustrato, Y p/x: rendimiento producto sobre biomasa, qs: velocidad 
de consumo de sustrato, qp: velocidad de generación de producto y Qp: productividad volumétrica de 
P3HB. 
 
➢ Interpretación. Al haber diferencia significativa en los resultados obtenidos se 
demuestra que el medio de cultivo a nivel matraz presenta influencia sobre el 




ANEXO IX. Análisis estadístico realizado sobre los parámetros cinéticos evaluados a 
partir de las curvas de crecimiento generadas a nivel biorreactor en sistema discontinuo 
mostrados en la Tabla 9 (pág. 54). 
 






Intervalo de confianza 








0.74 0.02 -0.60 0.89 
Td 
(GRPD) 




0.93 0.04 1.87 3.09 
Biomasa 
(GRPD) 




7.20 0.03 -1.97 -1.00 
P3HB 
(GRPD) 




4.75 0.07 -1.10 -0.65 
Y x/s 
(GRPD) 




0.73 0.03 1.78 2.10 
Y p/s 
(GRPD) 




0.60 0.04 0.90 1.19 
Y p/x 
(GRPD) 




0.66 0.09 -0.60 0.90 
qs 
(GRPD) 




0.03 0.01 -0.65 0.90 
qp 
(GRPD) 




0.14 0.02 -0.60 0.89 
Qp 
(GRPD) 




0.10 0.02 -0.61 0.88 
* µ: velocidad de crecimiento, Td: tiempo de duplicación, Y x/s: rendimiento biomasa sobre sustrato, 
Y p/s: rendimiento producto sobre sustrato, Y p/x: rendimiento producto sobre biomasa, qs: velocidad 





➢ Interpretación. Al haber diferencia significativa en los resultados obtenidos se 
demuestra que el medio de cultivo a nivel biorreactor presenta influencia sobre el 

































ANEXO X. Análisis estadístico realizado sobre el efecto de distintos medios de 
cultivo y protocolos de extracción mostrados en la Tabla 14 (pág. 78). 
 
ANOVA [n: 18 datos analizados] 







Entre grupos 22.175 5 4.435 
233.993 .000 Dentro de grupos .227 12 .019 
Total 22.403 17  
biomasa celular 
(gL-1) 
Entre grupos 13.545 5 2.709 
1355.376 .000 Dentro de grupos .024 12 .002 
Total 13.569 17  
P3HB 
(gL-1) 
Entre grupos 2611.053 5 522.211 
170.691 .000 Dentro de grupos 36.713 12 3.059 
Total 2647.765 17  
Tukey - %P3HB 





Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 





3    36.13   
GRPD 
+ 
US & SFE 





3  43.70     
M-A 
+ 
US & SFE 





3      19.30 
Agavinas 
+ 
US & SFE 
3     25.85  
Tukey - biomasa celular (gL-1) 





Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 










US & SFE 





3 5.31      
M-A 
+ 
US & SFE 





3   2.57    
Agavinas 
+ 
US & SFE 
3   2.57    
Tukey - P3HB (gL-1) 





Grupos de homogeneidad (p ≤ 0.05) 





3    1.35   
GRPD 
+ 
US & SFE 





3  2.32     
M-A 
+ 
US & SFE 





3      0.50 
Agavinas 
+ 
US & SFE 
3     0.67  
* NaOCl-Cloroformo: protocolo de extracción tradicional basado en digestión con hipoclorito de sodio 
y suspensión en cloroformo y US & SFE: protocolo de extracción con ultrasonido y libre se solventes. 
 
➢ Interpretación. Los resultados demuestran que existen diferencias significativas 
entre las variables dependientes observadas (%P3HB, biomasa celular y P3HB) 
bajo la influencia de las diferentes variables independientes (medio de cultivo y 
protocolo de extracción), sugiriendo que estas influyen en el crecimiento celular 
(medio de cultivo) y en la cantidad del P3HB que se obtiene (medio de cultivo y 
protocolo de extracción). Cabe destacar que el protocolo de extracción US & SFE 
permite la mayor recuperación de P3HB e influye de manera positiva sobre el 
%P3HB. 
